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El Perú es un país rico en recursos, entre ellos destaca la minería para la extracción 
de metales, lo cual representa ser fundamental para la economía peruana. Sin 
embargo, los procesos de extracción de metales se usan en su mayoría de forma 
convencional, mediante el uso de lixiviación química para la mayor parte de 
recuperación de metales, siendo en menor proporción y en algunos casos nula el 
uso de la herramienta de Biolixiviación.  
 
El presente trabajo se basó en el estudio de los microorganismos nativos oxidantes 
de hierro presentes en uno de los minerales sulfurados mayormente usado en la 
minería para la recuperación de cobre, que es la Calcopirita, proveniente de la 
minera “La Verde” de la región de Acarí en el departamento de Arequipa, para su 
posterior aplicación en ensayos de biolixiviación.  
 
Primero se aislaron los microorganismos presentes en el mineral, en condiciones 
mesófilas y con metabolismo quimiolitótrofo en medio de enriquecimiento líquido 
9K-Fe a pH de 1,8. Posteriormente se caracterizaron microbiológicamente los 
microorganismos obtenidos mediante tinción Gram, microscopía de fluorescencia y 
cultivo en medio sólido 9K-Fe. Luego se caracterizaron molecularmente mediante 
la extracción de DNA, amplificación del gen 16S rRNA y PCR con primers 
universales de bacteria, donde la especie dominante en el conjunto bacteriano 
obtenido del mineral fue del género Acidithiobacillus. Finalmente, se realizaron los 
ensayos de biolixiviación, donde se trabajó con el consorcio bacteriano nativo 
aislado del mineral (calcopirita), comparándolo con la cepa Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 23270, en condiciones mesófilas (21ºC), agitación a 120 
rpm/min, pH 2, y 10% de calcopirita a un tamaño ~75 µm, para la obtención de 
Cobre total soluble en el medio. Los resultados mostraron que el consorcio fue el 
que recuperó un mayor porcentaje de Cobre total siendo un 66,20 %, en 
comparación con la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 la cual 
recuperó sólo un 15,16 % de Cobre total en 18 días de evaluación. 
 






Peru is a country rich in resources, betwen them one of the most important is 
mining for the extraction of metals, representing be critical to the Peruvian 
economy. However, the processes of extraction of these metals are used mostly 
through the conventional way, using chemical leaching for most metals recovery, 
being lesser extent and in some cases no using the bioleaching tool.  
 
This work was based on the study of native microorganisms iron oxidants present 
in one of the sulphide ores mostly used in mining for copper recovery, which is 
chalcopyrite, from "La Verde" mine, in the region of Acari in Arequipa, for further 
application in bioleaching tests. 
 
First, the microorganisms present in the ore were isolated, in mesophilic conditions 
and chemolithotroph metabolism in liquid enrichment medium 9K-Fe at pH 1.8. 
Subsequently, the microorganisms obtained were microbiologically characterized 
by Gram staining, fluorescence microscopy and culture in solid medium 9K-Fe. 
Then they were molecularly characterized by extracting DNA, 16S rRNA gene 
amplification and PCR with universal primers of bacteria, where the dominant 
bacterial species in the whole mineral obtained was the Acidithiobacillus genus. 
Finally, test bioleaching were performed, where it worked with the native bacterial 
consortium isolated from the ore (chalcopyrite), and it was compared with the strain 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270, in mesophilic conditions (21 °C), 
stirring at 120 rpm/min, pH 2, and 10% of chalcopyrite to ~75 µm size, for 
obtaining total soluble copper in the medium. The results showed that the 
consortium recovered a higher percentage of Total Copper this was of 66.20%, 
being a compared to Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 strain which 
recovered only a 15.16% total copper in 18 days of evaluation. 
 
 








La Biominería desde los últimos 50 años se ha convertido en una herramienta 
importante de la biotecnología1,67,68. Los procesos microbiológicos han sido 
considerados responsables de una parte importante de la solubilización de metales 
en los ambientes mineros2. La lixiviación bacteriana, también conocida como 
biolixiviación, es definida como un proceso natural de disolución que resulta de la 
acción de un grupo de microorganismos específicos (principalmente bacterias) para 
extraer, metales o concentrados minerales presentes en las minas. El producto final 
de la biolixiviación es una solución ácida que contiene el metal en su forma 
soluble3. Los microorganismos implicados en procesos de lixiviación abarcan una 
amplia variedad, viven en asociación simbiótica, y su función puede considerarse 
similar al de los catalizadores. Estos microorganismos pueden ser mesófilos, 
termófilos y psicrófilos, autótrofos y heterótrofos4. Una de las características que 
define la mayoría de los microorganismos que forman parte de las transformaciones 
de metales es su alta resistencia a metales pesados y su capacidad para evolucionar 
en ambientes extremos, con condiciones de vida muy agresivas. Estos ambientes, 
siempre húmedos, pueden diferenciarse entre sí en función de su temperatura o de 
su composición en sales. Sin embargo, un hecho común en todos ellos es su 
carácter ácido y su alto contenido en metales pesados4. En general en procesos de 
lixiviación industriales operan con la población natural de microorganismos que se 
desarrollan en las aguas de mina y sobre la materia prima disponible4. 
 
La biolixiviación es una alternativa ventajosa a las tecnologías pirometalúrgicas por 
demandar menor inversión de capital y tener menores costos de operación. Por otro 
lado, es un proceso que no afecta considerablemente el medio ambiente, ya que es 
una tecnología más limpia en la que no hay emisión de SO2, además permite 
utilizar desechos minerales, los cuales son considerados pasivos ambientales, y al 
ser de fácil aplicación puede ser empleada en países en vías de desarrollo. La 
lixiviación bacteriana es un excelente ejemplo de como la actividad biológica puede 
ser controlada y ser útil en la explotación de recursos naturales sin el uso intensivo 
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de energía. Desde la década del 50 se descubrió que los responsables de la 
acidificación de aguas de minas eran microorganismos, hasta hoy se ha avanzado 
mucho en el entendimiento de los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo 
la solubilización de los metales, y en la aplicación de estos principios en desarrollos 
tecnológicos. 5 
 
El Perú actualmente se ubica en el tercer lugar como productor mundial de cobre, 
de este modo la minería es una fuente de economía principal en nuestro país. 
Actualmente en su gran mayoría se hacen uso de tecnologías convencionales para 
su extracción, afectando en gran parte el medio ambiente y recursos naturales. 
Como respuesta a estos problemas se están implementando nuevas biotecnologías 
que permitan procesos viables, más económicos y más ecológicos, mediante el uso 
de microorganismos.  
 
En el presente trabajo se realizó el aislamiento de microorganismos nativos a partir 
del mineral de interés (Calcopirita), se caracterizaron los microorganismos 
presentes de forma microbiológica y molecular mediante la extracción de ADN, 
amplificación del gen 16S rRNA por PCR y se realizaron ensayos de biolixiviación 
a escala de laboratorio comparando el consorcio aislado con una cepa 























Ya que existen bacterias nativas de carácter acidófilo, oxidantes de hierro y de 
metabolismo quimiolitótrofo, que habitan en entornos de minería, tal como en la 
zona de Caravelí, distrito de Acarí, Arequipa. Es posible aislar y cultivar un 
consorcio a partir de una muestra de mineral para la recuperación de metales de 
interés como el cobre a partir de calcopirita, y compararlo con la cepa comercial 









Biolixiviar Cobre a partir de Calcopirita (CuFeS2), mediante el uso de un consorcio 
bacteriano nativo aislado del mineral comparado con una cepa Acidithiobacillus 




1. Realizar el análisis fisicoquímico del mineral Calcopirita proveniente del distrito 
de Acarí – Arequipa. 
2. Aislar y cultivar un consorcio microbiano a partir de la muestra de mineral 
Calcopirita. 
3. Caracterizar microbiológicamente los microorganismos que conforman el 
consorcio bacteriano aislado. 
4. Caracterizar molecularmente mediante la amplificación del gen 16S rRNA el 
consorcio bacteriano aislado, para conocer el género bacteriano al cual 
pertenece.  
5. Determinar la cinética de crecimiento bacteriano de los microorganismos que 
conforman el consorcio bacteriano aislado del mineral y de la cepa 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270. 
6. Realizar la comparación del consorcio bacteriano aislado del mineral con la cepa 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 en la recuperación de cobre total a 
partir de calcopirita en el proceso de biolixiviación en condiciones controladas a 










IDENTIFICACIÓN DE VARIABLES 
 
 
Se identificaron y definieron (Tabla Nº 01) las siguientes variables: 
 
1. Variables Independientes:  
- Especie bacteriana empleada 
 
2. Variables Dependientes:  
- Biooxidación de ión Fe+2. 
- Concentración de cobre y hierro total lixiviado. 
















Tabla Nº 01. Definición operacional y conceptual de las variables 










- Consorcio microbiano de 
bacterias oxidantes de 
hierro. 
- Cepa Acidithiobacillus 
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2 MARCO TEÓRICO 
 
2.1 METALURGIA DEL COBRE Y LIXIVIACIÓN 
CONVENCIONAL 
 
Actualmente, el Perú se encuentra disputando el segundo lugar con China como 
mejor productor de Cobre a nivel mundial. Este año se obtuvo una producción de 
157,238 TMF (tonelada métrica de contenido fino) (Tabla Nº 02), el crecimiento 
sostenido se explica por la plena operación de importantes proyectos mineros que 
iniciaron el año previo como “Constancia” (Cusco) y “Toromocho” (Junín). La 
minería peruana se orienta principalmente al mercado externo y es la principal 
fuente de economía para el país, con alrededor de 45% de exportaciones totales.21 
 
Tabla Nº 02. Producción de Cobre en el Perú, MINEM 2016 27 




COBRE TMF 111,888 157,238 
 
Asimismo durante el 2016, a nivel regional, Arequipa lideró el ranking nacional 
(Tabla Nº 03); cooperando con el 23,31% de la producción nacional (36,676 TMF); 
desplazando a la región Ancash, que ocupó un segundo lugar con un volumen de 
32,751 TMF concentrados a nivel nacional (20,82% de participación). La región 
Cusco, por su parte se colocó en tercer lugar con un volumen 24,385 TMF; que 
aportó el 15,50% de la producción nacional con una notable tasa expansiva de 
71,83%. Las empresas que dinamizaron el comportamiento creciente de esta zona 
fueron La Compañía Minera Antapaccay S.A. (aportante del 56,21% regional y con 
un volumen acumulado de 13,508 TMF), y Hudbay Perú S.A.C. (cooperante del 
43,79% que inició sus operaciones en el año 2015 y que en el primer mes del año 
2016 acumuló una producción de 10,679 TMF). Luego siguen en participación: La 
región Moquegua con (14,489 TMF), seguido por Junín (14,147 TMF) que aportó 
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el 8,99% de la producción nacional impulsando su crecimiento en 10,18% por los 
resultados de Minera Chinalco Perú S.A. en su unidad “Toromocho”.27  
 
Tabla Nº 03. Producción Minera de Cobre en TMF por flotación y lixiviación en 
principales mineras a nivel nacional, MINEM 2016  
TITULAR REGIÓN TOTAL 
ENERO TMF 
SOCIEDAD MINERA CERRO VERDE S.A.A. AREQUIPA 36,676 
COMPAÑIA MINERA ANTAMINA S.A. ANCASH 31,878 
COMPAÑIA MINERA ANTAPACCAY S.A. CUSCO 13,706 
HUDBAY PERU S.A.C. CUSCO 10,679 
SOUTHERN PERU COPPER CORPORATION SUCURSAL 
DEL PERU 
MOQUEGUA 14,506 
MINERA CHINALCO PERÚ S.A. JUNIN 14,147 
SOUTHERN PERU COPPER CORPORATION SUCURSAL 
DEL PERU 
TACNA 11,900 
MINERA LAS BAMBAS S.A. APURIMAC 7,399 
SOCIEDAD MINERA EL BROCAL S.A.A. PASCO 3,619 
COMPAÑÍA MINERA MILPO S.A.A. ICA 3,609 
GOLD FIELDS LA CIMA S.A. CAJAMARCA 2,144 
COMPAÑIA MINERA CONDESTABLE S.A. LIMA 1,595 
DOE RUN PERU S.R.L. EN LIQUIDACION EN MARCHA HUANCAVELICA 1,471 
 
Nuestra región de Arequipa, es en parte gran productora de cobre mediante la mina 
Sociedad Minera Cerro Verde S.A.A., conocida en todo el Perú. Asimismo, en el 
distrito de Acarí, en la provincia de Caravelí, se ha reportado actividad minera no 
muy reconocida. Esta zona es abundante en minerales sulfurados, principalmente 
de Cobre y se encuentra ubicada a 167 m.s.n.m, el clima es semicálido con 
temperaturas desde 9,5ºC a 19ºC.21 
 
Uno de los minerales con mayor contenido de Cobre es la Calcopirita CuFeS2, en la 
presente investigación se trabajó con este mineral. 
 
2.1.1 Calcopirita 
La calcopirita, es un sulfuro doble de cobre y hierro (CuFeS2), es el mineral más 
abundante entre todos los minerales de cobre. Su tratamiento metalúrgico se realiza 
principalmente, utilizando la vía pirometalúrgica después de una necesaria 
concentración por flotación del propio mineral previamente chancado y molido. 
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Una vía alternativa para el tratamiento de la calcopirita es la hidrometalúrgica, la 
cual presenta ventajas importantes tales como su capacidad para el tratamiento de 
menas pobres (cada vez más abundantes en el caso del cobre) y un control más fácil 
de los subproductos, lo cual permite mejorar los aspectos medioambientales de la 
obtención del cobre. Sin embargo, el tratamiento de este sulfuro por vía húmeda se 
ve dificultado con el problema de su refractariedad a temperatura ambiente frente a 
los reactivos lixiviantes más comúnmente utilizados, lo que dificulta obtener altos 
niveles de recuperación de cobre en tiempos razonables y alcanzar una economía 
aceptable del proceso. Las razones de este comportamiento se centra en las 
transformaciones superficiales que sufre el mineral al ser atacado químicamente en 
medios oxidantes, debido a la formación de productos intermedios de reacción muy 
estables en condiciones de trabajo. Su fórmula química es CuFeS2, en su 
composición teórica el cobre esta principalmente en estado cuproso, en tanto que el 
hierro está en estado férrico (Fe+3); pero se pueden dar mezclas en que el hierro 
presente está en parte como férrico y parte ferroso69. La calcopirita puede 
encontrarse, junto con otros sulfuros de cobre, entre los minerales primarios de 
origen magmático, siendo extraída como pirita cuprífera y pirrotita. También puede 
hallarse en vetas metalíferas, en rocas ígneas, en sedimentos y en las zonas de 
enriquecimiento secundario de algunos yacimientos. El mineral de calcopirita es de 
color dorado, posee una densidad de 4,1 a 4,3 g/cm3 y una dureza de 3,5 a 4,0 en la 
escala de Mohr. Se trata de un semiconductor. Su punto de fusión es 
aproximadamente 880 ºC. La calcopirita contiene un 34,6% de Cu. 8 
 
El cobre es un elemento metálico, de color rojizo. Junto a la plata y al oro, forman 
la “familia del cobre” (los mejores conductores de electricidad).6 
 
2.1.1.1 Propiedades del cobre 
 
El cobre y sus aleaciones pertenecen al grupo de metales que son más resistentes 
que otros a la corrosión gracias a una película protectora que crece naturalmente en 
ciertos medio ambientes. Por esta razón los productos fabricados en base a cobre 
tienen una vida útil muy larga, ya que conservan sus características originales con 
el paso del tiempo55. Posee como principal propiedad una alta conductividad 
eléctrica y capacidad de transmisión de voz y datos. La presencia de cobre en los 
25 
 
conductores garantiza la eliminación de probables fallas originadas por falsos 
contactos debido a óxido no conductivo (como ocurre con el aluminio), y 
proporciona una mayor facilidad en el empleo de soldaduras terminales y/o 
empalmes. Por ser conductor de electricidad, el cobre se usa en: cables eléctricos, 
telefonía electrónica, computadores, transporte, electrodomésticos, generadores, 
motores, reguladores, equipos de señalización, aparatos electromagnéticos, sistemas 
de comunicaciones, equipos de aire acondicionado, entre otros56. Asimismo, el 
cobre es un muy buen conductor térmico, ya que permite que el calor se distribuya 
uniformemente a lo largo de su superficie. Por ser conductor térmico, el cobre se 
usa en utensilios de cocina, radiadores, paneles solares, intercambiadores de calor, 
entre otros57. El cobre es también dúctil ya que es capaz de alargarse y estirarse. 
También es maleable ya que de él se pueden obtener láminas muy delgadas58. Una 
de las propiedades más importantes del cobre es que es bactericida, evita la 
proliferación de ciertas bacterias, limitando su crecimiento o inactivándolo. Tiene 
una acción bactericida contra ciertos agentes infecciosos como la Escherichia coli 
(bacteria causante de diarreas) y el vibrión del cólera, cualidad que no tienen otros 
materiales como el PVC (plástico) o el aluminio. Muchas especies de bacterias 
dañinas, moho, algas y hongos son inactivados, y otros tienen una tasa de 0% de 
supervivencia59. 
 
2.1.2 Lixiviación Química 
La lixiviación es un proceso hidrometalúrgico mediante el cual se provoca la 
disolución de un elemento desde el mineral que lo contiene para ser recuperado en 
etapas posteriores mediante electrólisis. Este proceso se aplica a las rocas que 
contienen minerales oxidados, ya que éstos son fácilmente atacables por los ácidos. 
En la lixiviación del cobre se utiliza una solución de ácido sulfúrico (H2SO4).
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Actualmente en la mayoría de mineras se usa el método convencional para extraer 
los metales a partir de minerales, la lixiviación química, este proceso demanda 
mayor cantidad de energía, reactivos químicos y es nociva hacia el medio ambiente. 




2.1.2.1 Reducción de tamaño 
El mineral extraído desde un yacimiento está conformado por variadas especies de 
mineral. Algunas contienen el compuesto de importancia, y son conocidos como 
minerales de mena. En cambio otros no tienen mucha utilidad, y son conocidos 
como minerales estériles o de ganga. Asimismo es frecuente que los minerales 
trabajados sean de baja ley, y que las partículas de mineral se encuentren dispersas 
en matrices estériles. La reducción de tamaño es usada principalmente para: Liberar 
partículas de mineral útil de minerales de ganga para que puedan ser separadas, 
aumentar la superficie expuesta de minerales útiles, uniformar el tamaño de 
partículas, modificar algunas propiedades físicas o fisicoquímicas de la superficie 
de las partículas.21,22 
 
2.1.2.2 Concentración de minerales 
La concentración de minerales tiene como objetivo separar el mineral de 
alimentación de baja ley en dos fracciones, siendo la fracción útil la del 
concentrado, y la fracción sin valor económico la cola o relave. El relave minero es 
un desecho, subproducto de procesos mineros, con alto contenido de químicos y 
compuesto de tierra, agua y minerales.21,23 
 
2.1.2.3 Operaciones de lixiviado 
Estas operaciones incluyen: 
- Disolución, que implica el paso de las especies de valor y parte de la ganga 
desde la mena a una solución. 
- Recuperación, en el cual se obtiene las especies de valor desde la solución. 
- Los procesos hidrometalúrgicos, relativamente lentos debido a que la especie se 
encuentra dentro de la partícula y debe pasar al exterior por las fisuras mediante 
procesos de tronadura, chancado, trituración o fallas del mineral.21,24 
 
2.1.2.4 Solventes lixiviantes 
Estos pueden ser:  
- Ácidos: sulfúrico, nítrico y clorhídrico. 
- Sales en solución acuosa, como sulfato férrico usado en lixiviación de minerales 




A continuación se muestra la reacción de lixiviación de uno de los principales 
minerales de cobre: La Calcopirita. 21 
 
Calcopirita: CuFeS2; 34,6% Cu 








Biominería, es el término genérico utilizado para describir las tecnologías que 
utilizan los sistemas biológicos (principalmente microorganismos procariotas) para 
facilitar la extracción y recuperación de metales a partir de minerales y materiales 
de desecho. De vez en cuando el término se usa como sinónimo de biolixiviación, 
aunque estrictamente el último se refiere a situaciones en las que se solubiliza el 
metal(es) de destino durante el bioprocesamiento. La capacidad de las bacterias y 
arqueas acidófilas quimiolitótrofas para acelerar la disolución oxidativa de 
minerales sulfurados ha sido aprovechada en el desarrollo y aplicación de una 
biotecnología para la extracción de metales a partir de minerales sulfurados y 
concentrados. La Biominería se utiliza actualmente principalmente para lixiviar 
sulfuros de cobre y como un pretratamiento oxidativo para minerales de oro 
refractarios. 7 
 
La biominería es usada principalmente, debido a que las técnicas bioextractivas 
tienen que competir con distintos criterios para la extracción de metales a partir de 
minerales y concentrados. Las principales detracciones de la biominería son el 
tiempo prolongado requerido para mantener los niveles económicos de la 
extracción de metales, y las dificultades, principalmente la robustez y fiabilidad de 
los sistemas biológicos implicados. Por otro lado, la biominería se percibe 
generalmente como un enfoque mucho más benigno con el medio ambiente 
(denominada "tecnología verde"), con la aplicación a temperaturas mucho más 




Biominería es el término genérico que describe el procesamiento de minerales y 
concentrados de metales en minerales usando una tecnología (micro) biológica. 
Esta, es un área de la biotecnología que ha mostrado un crecimiento considerable y 
en su aplicación desde 1960, cuando fue utilizado por primera vez, en los llamados 
"vertederos" de roca para recuperar cobre a partir de minerales que contenían muy 
poco del metal para ser procesado por fundición convencional. 8 
 
La primera operación de biominería reconocida se realizó dentro de los 20 años del 
descubrimiento de la primera especie de bacteria que demostró catalizar la 
disolución de pirita y otros minerales sulfurados en aguas ácidas. En realidad, el 
mismo proceso biológico había sido utilizado sin saberlo, para extraer los metales 
en las minas en:  España, Reino Unido y China, por varios cientos de años, 




La lixiviación bacteriana natural ha sido admitida durante muchos años en diversos 
lugares del mundo: Alemania (Siglo XVI), Rio Tinto, España (Siglo XVII), etc. Sin 
embargo el papel de las bacterias en los procesos de lixiviación no se conoció hasta 
después de 1940, desde que en 1947, Colmer y Hinckler demostraron que un 
organismo específico, denominado Thiobacillus ferrooxidans (desde el 2000 
llamado Acidithiobacillus ferrooxidans70), era el responsable de la producción de 
aguas ácidas de drenaje de las minas de carbón, los procesos microbiológicos han 
sido considerado los causantes de una parte importante de la solubilización de 
metales en los ambientes mineros2. 
 
Desde alrededor de 1940, fue demostrado que entre los procesos implicados en la 
oxidación de minerales sulfurados, existen reacciones biológicas que involucran la 
actividad de microorganismos; en particular se ha reconocido a bacterias de la 
especie Acidithiobacillus ferrooxidans, por su habilidad para acelerar la disolución 
oxidativa de minerales sulfurados presentes en materiales residuales de minas, lo 
que incrementa la generación de acidez producto de la oxidación de algunos 
minerales sulfurados. Este hallazgo ha sido importante no sólo para la economía 
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industrial (con la aplicación de los procesos de biolixiviación), sino también para 
aminorar los efectos del impacto ambiental controlando la actividad de estos 
microorganismos, por lo que la biotecnología se considera en la actualidad, como 
una alternativa de solución a problemas que incluyen el impacto ambiental.9 
 
Los minerales sulfurados presentes en los depósitos residuales de procesos de 
extracción de minas, pueden contener concentraciones menores a trazas de una gran 
cantidad de metales, tales como Mn, Cu, Ag, Cd, Cr, Ni, Zn, As y Fe. Estos metales 
se encuentran en su mayoría como sulfuros minerales como pirita (FeS2), pirrotita 
(FeS), Arsenopirita (FeAsS), Calcopirita (CuFeS2), y esfalerita (ZnS).
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La biolixiviación es la conversión biológica de un metal insoluble en una forma 
soluble en agua. En el caso de la biolixiviación de sulfuros metálicos, los sulfuros 
metálicos son oxidados a iones metálicos y sulfato por bacterias o arqueas 
acidófilas, aerobias, oxidantes de Fe+2 y/o azufre. La biolixiviación implica 
reacciones químicas y biológicas. A pesar de que el oxígeno molecular es el aceptor 
final de electrones para el proceso global del proceso de biolixiviación de sulfuros 
metálicos, los iones Fe+3 son agentes oxidantes relevantes para los sulfuros 
metálicos. La propia oxidación de sulfuros metálicos es un proceso químico en el 
cual los iones de Fe+3 son reducidos a iones de Fe+2 y el resto de los iones de azufre 
del sulfuro metálico se oxidan a sulfato y varios compuestos de azufre intermedios, 
como por ejemplo, azufre elemental, polisulfuro, tiosulfato y politionatos. 7 
 
En la actualidad en nuestro país se realizan procesos de lixiviación en pilas para 
minerales oxidados y mixtos de cobre (óxidos y sulfuros). El primer proceso es 
bastante conocido, y corresponde a la disolución fácil y rápida del cobre por ácido 
sulfúrico, mientras que en el segundo caso, la cinética de disolución de sulfuros de 
cobre es mucho más lenta. Éstos son solo disueltos en presencia de un agente 
fuertemente oxidante como el ión férrico. La acción bacteriana en procesos de 
biolixiviación favorece la disolución de los sulfuros, al actuar la bacteria como 
catalizador de estas reacciones, además de producir el ión férrico por oxidación de 
ión ferroso presente en la solución.11 
Algunas de las empresas que extraen cobre mediante biolixiviación en el Perú son 
escasas aún, pero se espera que a futuro pueda contribuir en gran parte la 
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producción de cobre a nivel mundial. En la Tabla Nº 04, se muestran algunas 
empresas que usan la biotecnología de biolixiviación: 
 








Cerro Verde, Perú Sulfuros/óxidos Pilas 54,200 
Toquepala, Perú Sulfuros/óxidos Pilas 4,000 
 
2.2.2.1 Tipos de Biolixiviación 
 
Según Tributsch54, se han propuesto tres tipos de biolixiviación, Figura Nº 01:  
 
(1) Biolixiviación indirecta, donde la acción microbiana se limita a la renovación 
del reactivo de biolixivación Fe+3.  
 
(2) Biolixiviación por contacto, la cual implica la unión de los microorganismos a 
la superficie del mineral y estos organismos preparan el medio y facilitan el ataque 
del mineral a través de una disolución electroquímica que implica el ión Fe+3 
contenido en las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) de los 
microrganismos. 
 
(3) Biolixivación cooperativa, la cual implica la cooperación entre los 
microorganismos unidos a la superficie del mineral y las bacterias libres en 
solución. Los microorganismos unidos, a través de la biolixiviación por contacto, 
liberan químicos a la solución, los cuales constituyen la fuente de energía para los 





Fig Nº 01. Esquema de los tipos de biolixiviación60 
  
 
2.2.3 MECANISMOS DE BIOLIXIVIACIÓN 
 
Debido a que existen dos grupos distintos de sulfuros metálicos, se han propuesto 
dos mecanismos diferentes de oxidación, nombrados el mecanismo de tiosulfato 
(para sulfuros metálicos insolubles en ácido, como la pirita) y el mecanismo 
polisulfuro (para sulfuros metálicos solubles en ácido), por ejemplo la esfalerita o 
calcopirita (CuFeS2). Estos mecanismos explican la aparición de todos los 
compuestos inorgánicos azufrados, los cuales han sido detectados en el curso de la 
oxidación de sulfuros metálicos. 19 
 
El papel de los microorganismos en el proceso de biolixiviación es oxidar los 
productos de la oxidación química de los sulfuros metálicos (iones de Fe+2 y 
compuestos azufrados), con el fin de proporcionar Fe+3 y protones, los cuales son 
agentes atacantes de los sulfuros metálicos. Además, la producción de protones 




Las bacterias o arqueas aerobias, acidófilas oxidantes de Fe+2 proveen Fe+3 
mediante la siguiente ecuación: 19 
 
2Fe+2 + 0.5O2 + 2H+ → 2Fe+3 + H2O 
 
Se ha demostrado que por sólo dos vías o mecanismos diferentes, todas las 
reacciones redox pertinentes y especiación de compuestos azufrados pueden ser 
explicados. 
 
2.2.3.1 Mecanismo Directo 
 
En este, el microorganismo se adhiere a la superficie del mineral y solubiliza el 
metal (Me), de acuerdo a la siguiente reacción: 
    Acidithiobacillus ferrooxidans 
MeS + 2 O2                   MeSO4 
 
Los microorganismos tienen que fijarse a la superficie del mineral donde se 
produce el ataque de los sulfuros metálicos. Esto significa que el proceso de 
disolución de los sulfuros metálicos, básicamente produce una reacción 
electroquímica entre el Fe+3 y los iones del sulfuro metálico en la interfaz entre la 
célula bacteriana y la superficie mineral. El espacio entre la pared celular y la 
superficie se puede considerar desde un punto de vista actual como un espacio de 
reacción biogénico, que se llena con sustancias poliméricas extracelulares 
bacterianas (EPS).5,7,19 
 
2.2.3.2 Mecanismo Indirecto 
 
En este, la bacteria oxida Fe+2 a Fe+3 en fase líquida y el Fe+3 lixivia el metal a 
través de una reacción química como la siguiente: 
 
Acidithiobacillus ferrooxidans 
2 Fe+3 + MeS                    Me+2 + S0 + 2 Fe+2 
 
Se considera básicamente la acción de iones férricos sobre el mineral sulfurado 
disolviéndolo, a través de esta reacción química de lixiviación, se producen iones 
33 
 
ferrosos y azufre elemental. Finalmente, estas especies químicas son oxidadas 
biológicamente a hierro férrico e ión sulfato, respectivamente. Este mecanismo, en 
principio, no necesita la adherencia de las células al sulfuro mineral. 5,7 
 
 
 Fig Nº 02. Mecanismo directo e indirecto para la solubilización del metal, 5 
Según su comportamiento, las bacterias tienen las funciones de regenerar los iones 
férricos y/o los protones y concentrarlos en la interface mineral/agua o 
mineral/célula para favorecer y aumentar la degradación del mineral. 7 
 
De esta manera, se considera que hay un factor determinante: la formación de una 
capa fina de exopolímero, el glicocálix, con un espesor de orden en nanómetros que 
rodean a las células. En esta capa, se postula que tienen lugar los procesos químicos 
que llevan a la degradación del sulfuro. La catálisis del proceso en presencia de 
bacterias, en comparación con el proceso químico convencional, se explica por la 
alta concentración de agentes lixiviantes que se llega a alcanzar en la interface 
citada. Basándose en las sustancias intermedias ya detectadas, algunos 
investigadores diferenciaron dos mecanismos indirectos: uno vía tiosulfato y otro 




2.2.3.3 Vía Tiosulfato para sulfuros metálicos insolubles en ácido 
 
Los representantes del grupo de los sulfuros metálicos insolubles en ácido como la 
pirita, molibdenita, y tungstenita (FeS2, MoS2 y WS2, respectivamente) necesitan en 
cualquier caso un proceso de oxidación para disolverse. Los enlaces químicos entre 
átomos de azufre y un átomo de metal no se rompen hasta que se han realizado un 
total de 6 etapas sucesivas de oxidación de un electrón y el tiosulfato es liberado47. 
En condiciones de biolixiviación, los iones de Fe+3 son el único oxidante relevante 
para esta reacción y, por lo tanto, se reducen a Fe+2 mediante la recepción de los 
electrones de los átomos del sulfuro metálico. De acuerdo a su primer compuesto 
libre de azufre, este mecanismo se denomina "vía de tiosulfato".19 
 
El Tiosulfato se oxida principalmente a través de tetrationato, el ácido 
monosulfónico disulfano altamente reactivo, y otras politionatos finalmente al 
sulfato, pero también cantidades significativas de azufre elemental (10 a 20%) se 
pueden producir en la ausencia de oxidación de compuestos de azufre bacteriano 
(oxidación puramente química por iones de Fe+3 o por Leptospirillum ferrooxidans 
74; Debido a la exigencia de que la extracción de electrones se efectúa por iones de 
Fe+3 y el hecho de que este alrededor de pH 2 los iones de Fe+2 no se oxidan 
abióticamente a tasas significativas, sólo las bacterias oxidantes de Fe+2 tales como 
A. ferrooxidans y L. ferrooxidans son capaces de lixiviar sulfuros metálicos 
insolubles en ácido bajo condiciones ácidas. Estas bacterias son capaces de 
regenerar los iones de Fe+3 consumidos en los procesos iniciales de oxidación. En 
consecuencia, la cinética de lixiviación de sulfuros metálicos disueltos a través de 
la vía de tiosulfato está determinada principalmente por la actividad de la oxidación 
del Fe+2 bacteriano. Bajo condiciones ácidas en ausencia de bacterias y sin 
cantidades detectables de iones de Fe+3, las tasas de lixiviación de pirita se reducen 
drásticamente47,76.  
 
2.2.3.4 Vía Polisulfuro para sulfuros metálicos solubles en ácido 
 
Los Sulfuros metálicos tales como esfalerita, galena, arsenopirita, calcopirita, y 
hauerita (ZnS, PbS, FeAsS, CuFeS2, y MnS2, respectivamente) se disuelven por la 
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acción combinada de la extracción de electrones por iones de Fe+3 y el ataque de 
protones. En consecuencia, en este grupo de sulfuros metálicos los enlaces 
químicos entre el metal y resto de azufre pueden romperse por iones de Fe+3 y, 
además, por el ataque de protones. En consecuencia, este mecanismo se denomina 
"vía de polisulfuro"47. En el curso de la oxidación de polisulfuro, más del 90% de la 
fracción de sulfuro de un sulfuro metálico se transforma en azufre elemental en 
ausencia de bacterias azufre-oxidantes47. Los productos menores formados son 
tiosulfato, politionatos y sulfatos, debido a que la acción oxidante de iones de Fe+3 
no es un requisito indispensble para la vía de polisulfuro (porque aquí los enlaces 
químicos entre el metal y el sulfuro se pueden romper por el ataque de protones), 
los sulfuros metálicos solubles en ácido también pueden ser disueltos por la 
actividad de las bacterias azufre-oxidantes. En ausencia de iones de Fe+3, estas 
bacterias oxidan sulfuro libre (H2S), lo que resulta del ataque de protones en el 
sulfuro metálico, a través de azufre elemental a ácido sulfúrico y, por lo tanto, 
regenera los protones previamente consumidos por la disolución de sulfuro 
metálico. 19 
 
Los mecanismos biológicos y las reacciones que entran en juego durante la 
disolución oxidativa de sulfuros metálicos por efecto bacteriano se encuentran en 
controversia y aún son poco conocidos por diferentes autores que sugieren que su 
presencia podría aumentar la lixiviación, no tiene ningún efecto o podrían ser 
perjudiciales para la lixiviación de metales54. El conocimiento de los mecanismos 
de disolución bacteriana de sulfuros se ha centrado en varios minerales de cobre, 
con el fin de mejorar la eficiencia de las operaciones de biolixiviación. 19 
 
2.2.4 PARÁMETROS EN PROCESOS DE BIOLIXIVIACIÓN 
 
2.2.4.1 Oxidación de Hierro 
 
El hierro ferroso se oxida fácilmente a hierro férrico y el electrón liberado puede 
servir como un donador de electrones para apoyar el crecimiento microbiano. Sin 
embargo, como la relación redox Fe2+/Fe3+ tiene un potencial muy positivo estándar 
de electrodo en licores de bajo pH, sólo el oxígeno es capaz de actuar como un 
aceptor natural de electrones. La oxidación del hierro ferroso (Fe+2) para producir el 
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hierro férrico (Fe+3) requerido para las reacciones de lixiviación depende de la 
aireación del mineral. Por lo tanto, el hierro férrico debe ser producido en 
condiciones ácidas por microorganismos acidófilos. 13 
 
La mayor parte de la oxidación producida en la extracción de metales se basa en la 
degradación química que es apoyada por la actividad microbiana. El ejemplo más 
común de esto es la oxidación bacteriana de iones ferrosos a los iones férricos, 
seguidos por los minerales de iones férricos oxidantes para extraer metales. Por lo 
tanto, la lixiviación se realiza a menudo indirectamente por el suministro del 
oxidante proporcionado por los microorganismos. Puede ser biolixiviación indirecta 
de minerales sulfurados para favorecer la producción de ácido sulfúrico/sulfato o 
azufre elemental. Aunque el método más común de la lixiviación acelerada 
utilizando bacterias implica la oxidación del ión ferroso (Fe+2). Hay evidencia 
significativa de que los microorganismos también mejoran la lixiviación por 




El pH es un factor importante, ya que determina el crecimiento de bacterias en el 
medio. Las bacterias que realizan el proceso de biolixiviación son acidófilas, 
desarrollándose en un rango de 1,5 a 3,5. Se tienen que considerar distintos factores 
que puedan afectar el pH en la operación, como la formación de jarositas, que son 
precipitados generados con pH mayores a 2 y que muchas veces dificulta la 
oxidación de los sulfuros de mineral.  
 
2.2.4.3 Efecto del tamaño de partícula del mineral  
 
Es un parámetro crítico de la biolixiviación, principalmente por su influencia en la 
velocidad del proceso y por los costos asociados a su molienda. Cada operación de 
biolixiviación presenta sus propios requerimientos de tamaño de la partícula. En 
sistemas agitados, que aún no son comerciales en la biolixiviación de minerales, se 
requiere tamaños de partícula normalmente inferiores a 100 mm, pues facilitan la 
suspensión y la homogeneidad del contenido. Se tiene en cuenta que a menor 
tamaño de partícula, mayor será el área de contacto del microorganismo al 
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mineral21. También debe tenerse en cuenta la naturaleza del mineral, en este caso, 
la calcopirita es un mineral recalcitrante al ataque químico y muy resistente a la 
oxidación microbiana. 2,7 
 
 
2.2.5 MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS EN BIOLIXIVIACIÓN 
 
Los principales microorganismos implicados en los procesos de oxidación de 
minerales son autótrofos (es decir, que fijan el dióxido de carbono, tanto en la 
misma forma que las plantas verdes), que contrasta con las operaciones de 
fundición que emiten grandes cantidades de CO2. El Bioprocesamiento también 
opera a presión atmosférica y a temperaturas relativamente bajas de 20-80 ºC. No 
se requiere generalmente una fuente de calor externa como en la oxidación de 
sulfuros minerales, que es un proceso exotérmico. De hecho, se genera un exceso 
de calor donde las tasas de oxidación son intensos (como en las operaciones de 
tanque agitado) y los sistemas requieren ser enfriados para mantener las 
temperaturas adecuadas para los microorganismos que degradan minerales 
(generalmente de 40-45 ºC en estos sistemas). Sin embargo, las operaciones de 
biominería actuales todavía dependen del tratamiento y chancado de los cuerpos 
minerales, lo que se cree que consume el 5% de la producción total global de la 
energía. 12 
 
La bacteria, Thiobacillus (ahora denominada Acidithiobacillus ferrooxidans), y las 
especies relacionadas A. ferridurans y A. ferrivorans, crecen autotróficamente 
mediante la oxidación de hierro ferroso, azufre elemental y diversas formas 
reducidas de azufre, o (en la mayoría de las cepas) de hidrógeno. Las habilidades de 
los acidithiobacilli hierro-oxidantes para generar tanto el hierro férrico (Fe+3) (el 
oxidante principal de sulfuros minerales) y ácido sulfúrico, crean un ambiente en el 
que se desarrollan (Acidithiobacillus spp. son acidófilas estrictas) y aceleran la 
disolución de minerales. Asimismo, y de particular importancia en la biolixiviación, 
la acidez extrema hace que la mayoría de los metales liberados de los sulfuros 




La naturaleza físicoquímica extrema de los licores de biolixiviación, bajo pH, 
concentraciones elevadas de metales (tóxicos), metaloides y otros solutos, y el 
potencial redox altamente positivo (valores Eh pueden exceder de 900 mV), 
significa que son altamente tóxicos para la gran mayoría de las formas de vida, 
incluyendo microorganismos. Todas las operaciones de Biominería funcionan 
necesariamente en condiciones no estériles que impidan o restrinjan el uso de 
microorganismos genéticamente modificados, incluso si se demostraron ser 
superiores a cepas no modificadas genéticamente. 12 
 
Aunque los cultivos puros de bacterias o arqueas pueden degradar sulfuros 
minerales, ahora está bien establecido que la biolixiviación y biooxidación en todas 
las operaciones de biominería está mediada por consorcios de procariotas 
acidófilas. Estos han sido categorizados como: en primer lugar, como autótrofos 
generadores de hierro férrico (Fe+3) (procariotas primarios) que producen el 
oxidante mineral; en segundo lugar, autótrofos generadores de ácido sulfúrico 
(procariotas secundarios), que mantienen el medio a bajo pH requerido; y 
finalmente, los procariotas heterótrofos y mixotróficos (terciario), que degradan 
compuestos orgánicos filtrados desde los autótrofos hierro-oxidantes y azufre-
oxidantes, evitando posibles problemas de toxicidad.12 
 
Las características más importantes de los microorganismos acidófilos lixiviantes 
son las siguientes: crecen de manera autótrofa mediante la fijación de CO2 de la 
atmósfera; que obtienen su energía mediante el uso de cualquier compuesto de 
hierro ferroso o compuestos de azufre inorgánicos reducidos (RISCs; algunos 
utilizan ambos) como donador de electrones, y por lo general usan oxígeno como 
aceptor de electrones; son acidófilos y crecen en ambientes de bajo pH (pH 1,4-
2,0); son notablemente tolerantes a una amplia gama de iones metálicos71. Estos 
microorganismos autótrofos tienen necesidades nutricionales muy bajas, la mayoría 
de los cuales pueden ser cubiertas por la aireación del hierro y/o con un contenido 
mineral de azufre en suspensión en el medio. El aire proporciona la fuente de 
carbono (CO2) y el oxígeno; el agua, el medio para el crecimiento y el mineral, la 




Los acidófilos extremos crecen en un entorno de bajo pH (por ejemplo, pH 1,0 a 
4,0), mientras que el pH celular interno está cerca de neutro. Esta diferencia da 
lugar a un gradiente de pH a través de la membrana celular y este gradiente de pH 
es importante para los propósitos nutricionales, especialmente cuando se utiliza un 
reductor débil tal como hierro ferroso (Fe+2) como donante de electrones. Los 
organismos autótrofos tienen una alta exigencia de compuestos tales como 
NADPH2 para reducir el CO2 para la síntesis de los azúcares, nucleótidos, 
aminoácidos y otras moléculas que producen nueva masa celular.13 
 
Aunque Acidithiobacillus ferrooxidans fue el primero y sigue siendo el 
microorganimo más conocido y el más ampliamente estudiado en la biominería, no 
es el único microorganismo capaz de metabolizar sulfuros minerales. Muchas 
especies diferentes de bacterias y arqueas son ahora conocidos por catalizar la 
oxidación de hierro ferroso a pH bajo y, si bien todos ellos, en teoría, se espera 
podrían oxidar minerales sulfurados (vía hierro férrico), otros factores, como la 
sensibilidad a pH extremadamente bajos o concentraciones elevadas de algunos 
metales y metaloides que se encuentran en los lixiviados minerales, significa que 
algunos son raramente encontrados en un contexto de biominería. En la Tabla Nº 
05, se enumeran los procariotas acidófilos identificados en entornos de 
biominería.12 
 
Tabla Nº 05. Bacterias acidófilas identificadas en operaciones de Biominería, 13 
Especie Temperatura (ºC) pH Características 
Acidithiobacillus ferrooxidans 20 - 40 2,0-2,5 Oxida Fe2+/Reduce Fe3+ y S 
Acidithiobacillus caldus 40 - 60 2,0-2,5 Oxida S 
Acidithiobacillus thiooxidans 20 - 40 2,0-3,5 Oxida S 
Leptospirillum ferriphilum 40 - 60 1,4-2,0 Oxida Fe2+ 
Leptospirillum ferrooxidans 20 - 40 2,0-3,0 Oxida Fe2+ 
Sulfobacillus 
thermosulfidooxidans 
40 - 60 2,0-3,0 Oxida Fe2+/Reduce Fe3+ y S 
Alicyclobacillus spp. 40 - 60 2,2-5,8 Oxida Fe2+ y S 
Acidiphilium spp. 20 - 40 2,0-5,5 Reduce Fe3+ 
 
Según su temperatura de crecimiento, los microorganismos acidófilos pueden 






Las Proteobacterias, en particular las especies de Acidithiobacilli y Leptospirillum, 
generalmente son los más activos en la oxidación de sulfuros de mineral por debajo 
de 45°C, en un rango de temperatura de 20 a 40ºC, siendo la temperatura óptima 
30ºC. Hay varios subgrupos de cepas dentro de las especies A. ferrooxidans72, pero 
la especificidad de las características a subgrupos individuales y cualquier relación 
de éstos con la capacidad de oxidación de sulfuros minerales son, hasta ahora 
desconocidas. 13 
 
2.2.5.2 Termófilos moderados 
 
No hay una temperatura precisa que divide la actividad de mesófilos de la actividad 
de los termófilos moderados. Algunos acidófilos, por ejemplo, A. caldus y 
Acidimicrobium  ferrooxidans son bastante activos alrededor de 25 °C a casi 55 ºC. 
Sin embargo, para la mayoría de acidófilos oxidantes de hierro y/o azufre 
estudiados hasta el momento, los mesófilos tienen una temperatura óptima sobre o 
más a menudo por debajo 40 °C y los termófilos moderados tienen una temperatura 




Hay una superposición de los intervalos de temperatura para el crecimiento de las 
bacterias oxidantes de hierro moderadamente termófilas con las de algunas arqueas 
termoacidófilas, generalmente se desarrollan a temperaturas mayores de 60ºC; Sin 
embargo, las temperaturas óptimas más bajas entre los termófilos estudiados, por 
ejemplo, aproximadamente 68 ºC para Sulfolobus metallicus, son muy superiores a 








2.2.5.4 Microorganismos principales en biolixiviación 
 
Acidithiobacillus spp. 
Las especies del género Acidithiobacillus se encargan de la solubilización y 
lixiviación de metales pesados y preciosos a partir de minerales como pirita, 
calcopirita y arsenopirita. Para poder desarrollarse emplean CO2 atmosférico como 
fuente de carbono, y obtienen su energía mediante la oxidación del hierro ferroso 
(Fe+2) a hierro férrico (Fe+3), produciendo ácido sulfúrico y Fe+3 como 
subproductos de su metabolismo. 14 
 
Los primeros estudios de Acidithiobacillus sp. por microscopía óptica y electrónica, 
mostraron que se trataba de un bacilo alargado (aproximadamente 0.4 x 2.0 µm), 
Gram negativo. Se los encontraba de forma aislada o agrupados en cadenas de dos a 
tres, mostraban motilidad y uno o más flagelos polares. Su crecimiento óptimo se 
da por debajo de pH 4,0 utilizando compuestos reducidos de azufre. Asimismo 
algunas especies oxidan hierro ferroso (Fe+2) usando compuestos de sulfuros 
metálicos para la generación de energía. La temperatura óptima de crecimiento es 
de 30 – 35°C para las especies mesófilas y 45°C para especies termófilas 
moderadas. No presentan esporas y contienen Ubiquinona Q-8. 4 
 
El género Acidithiobacillus comprende principalmente las especies bacterianas: A. 
ferrooxidans, A. caldus, A. thiooxidans, A. albertensis y A. ferrivorans. Estas 
especies son Gammaproteobacterias acidófilas, y en común presentan la habilidad 
de crecer de forma autótrofa mediante el uso de azufre elemental y otras formas de 
azufre reducido, esto como fuente de energía. A. ferrooxidans y A. ferrivorans 
también tienen la capacidad de utilizar el hierro ferroso como donador de 
electrones73. Asimismo la especie A. ferrooxidans es la más estudiada mostrando 




Inicialmente fue denominado Thiobacillus ferrooxidans, posteriormente fue 
reclasificada como Acidithiobacillus ferrooxidans70. Son bacilos Gram negativos, 
de dimensiones 0,5 – 1,0 µm, presenta extremos redondeados y no forma esporas. 
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Usualmente se encuentran aislados o en pares. Tienen motilidad conferida por un 
único flagelo polar.  A. ferrooxidans presenta un metabolismo quimiolitótrofo y 
autótrofo estricto, es acidófila y aerobia estricta. Tiene la capacidad de oxidar y 
desarrollarse en hierro ferroso (Fe+2), pirita, sulfuros minerales, azufre, tiosulfato o 
tetrationato, usan como nutrientes fósforo (en forma de fosfato) y sales de amonio y 
nitrato (fuente de nitrógeno) para su crecimiento celular y síntesis. Su temperatura 
óptima de crecimiento es de 30 – 35°C, pero crece en el rango 10 – 37°C (no crece 
a 42°C). El pH óptimo de crecimiento es cercano a 2,5 y crece en el rango de pH de 
1,3 – 4,5. Se pueden aislar de ambientes hierro-oxidantes, sulfuros minerales y 
azufre, prevalecen principalmente en aguas ácidas de mina de sulfuros minerales. 
7,14,16,17,18 
 
La capacidad de oxidar iones de Fe+2 (y pirita) es la característica clave de esta 
especie de Acidithiobacillus. Durante el crecimiento en compuestos azufrados, se 
ha observado que A. ferrooxidans acumula depósitos finos de azufre que están 
asociados predominantemente con la pared celular. Los modelos de las vías de 
transporte de electrones de Fe+2 y la oxidación de azufre se han actualizado 
recientemente74. Este organismo también crece anaeróbicamente con compuestos 
azufrados o hidrógeno como donador de electrones e iones de Fe+3 como aceptor de 
electrones. Se ha demostrado la fijación de N2. Dado que A. ferrooxidans vive en 
un ambiente con altas concentraciones de iones metálicos, es resistente a muchos 
metales catiónicos, aunque los metales que se producen como oxianiones (tales 
como molibdato) tienden a ser altamente tóxicos71,74. Por ejemplo, concentraciones 
de metal o arsénico mediante la cual la actividad metabólica de A. ferrooxidans que 
se sigue produciendo es de 84 mM As (III), 800mM Cu(I), 1071 mM Zn(II), 500 
mM Cd(II), y 1000 mM Ni(II). Las cepas de A. ferrooxidans han sido a menudo 
aisladas desde diferentes ambientes ácidos. El microorganismo parece ser más 
abundante en entornos de lixiviación en pilas que en operaciones en columnas o 
tanques de lixiviación. 74,19 
 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270, es un microorganismo anaerobio 
facultativo, quimiolitótrofo, proteobacteria gramnegativa que crece óptimamente a 
30ºC y pH 2. Fue aislada de un efluente ácido de una mina de carbón en 2000 por 
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Kelly & Wood. Es abundante en zonas de alto contenido de azufre y en ambientes 
naturales asociados a mineral de pirita, depósitos de carbón, y drenajes ácidos de 
mina. Este microorganismo hace una importante contribución a los ciclos 
biogeoquímicos de los metales en el medio ambiente y tiene el potencial para 
ayudar en la biorremediación de lugares contaminados y la recuperación de metales 
importantes tales como el oro, uranio y cobre a partir de minerales de baja ley por 
su capacidad de oxidar y reducir los metales. Entre los principales usos, se utiliza 
para recuperar el cobre a través de un proceso conocido como biolixiviación de 
minerales de cobre, primero, mediante la oxidación biológica de Fe (II) para 
producir Fe (III), en segundo lugar, la oxidación química de Cu (I) para la 
obtención de Cobre más soluble Cu (II) por Fe (III) que se reduce a Fe (II) en el 
proceso. A. ferrooxidans ATCC 23270 juega un papel clave por reoxidar el Fe (II) a 
Fe (III), completando así el ciclo y permitiendo la biolixiviación. Otra propiedad 
inusual de A. ferrooxidans ATCC 23270 es su capacidad para oxidar aeróbicamente 
sustratos sólidos, tales como la pirita (FeS2). Dado que el sustrato no puede entrar 
en la célula, la eliminación inicial de electrones debe tener lugar dentro de la 
membrana celular externa o completamente fuera de la célula a través de sustancias 
poliméricas extracelulares79. 
 
Acidithiobacillus thiooxidans  
Son bacilos cortos gramnegativos, pueden encontrarse aislados, en pares o en 
cadenas cortas, su dimensión es de 0.5 x 1.0 – 2.0 µm. Emplea sulfato de amonio 
como fuente de nitrógeno. Su temperatura de crecimiento se encuentra en el rango 
de 10 – 37°C y su temperatura óptima de 28 – 30°C, el rango de pH que emplea es 
de 0.5 – 5.5 y el pH óptimo entre 2.0 – 3.018. Crece de manera autótrofa estricta con 
varios compuestos de azufre, por ejemplo: azufre elemental, tiosulfato y 
tetrationato. Crece en sulfuros metálicos como: Covellita, galena, esfalerita y 
wurtzita. A. thiooxidans no oxida la pirita. Las cepas de A. thiooxidans fueron 
aisladas de ambientes ácidos como suelo, depósitos de azufre y desechos de mina. 
Este organismo predomina en operaciones de biolixiviación en tanque.19  
 
Acidithiobacillus caldus 
Las especies fueron escritas por Hallberg y Lindström77. Son bacilos cortos y 
mótiles, Gram negativos de dimensiones 0,7 – 0,8 x 1,2 – 1,8 µm. El crecimiento se 
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da entre 32 a 52°C y temperatura óptima de 45°C.  y pH entre 1 – 3.5, siendo un pH 
óptimo entre 2 – 2.5. Contiene ubiquinona Q-8  y una menaquinona. Son 
quimiolitoautótrofos capaces de crecer con tiosulfato, tetrationato, sulfuros, azufre 
e hidrógeno molecular, no presenta crecimiento con hierro ferroso o sulfuros 
minerales. Son aeróbicos. Tienen crecimiento mixotrófico con tetrationato y 
glucosa o extracto de levadura18. A. caldus ha demostrado oxidación de 
arsenopirita, y ha sido encontrada en operaciones de biolixiviación en tanque, en 
conjunto con oxidantes de Fe+2, y en otros ambientes ácidos, tales como sitios 
geotermales y drenajes ácidos de mina74.  
 
Acidithiobacillus albertensis 
Son bacilos gramnegativos de dimensiones 0,45 x 1,2–1,5 µm. Son mótiles por 
presencia de flagelos. Presentan glucocálix condensado que se entiende hacia el 
exterior de la membrana, aparentemente involucrado en la adhesión celular a 
superficies como el azufre. Este microorganismo se desarrolla en azufre, tiosulfato 
o tetrationato; el tetrationato es acumulado transitoriamente durante el crecimiento 
en tiosulfato, pero no en azufre. Se observan gránulos de azufre intracelulares en la 
fase estacionaria. Es quimiolitoautótrofa y autótrofa estricta, aerobia. Usa como 
fuente de nitrógeno sulfato de amonio. Puede desarrollarse óptimamente en el 
rango de temperatura 28 – 30°C, pH óptimo: 3,5 – 4,0, pero puede crecer a pH 
entre 2,0 a 4,5. Se pueden aislar de suelos extremadamente ácidos adyacentes a 
reservas de azufre18. 
 
2.2.6 Fuentes dobles de energía: Disolución de minerales mediante 
bacterias oxidantes de hierro y azufre 
 
Los sulfuros minerales comercialmente importantes generalmente contienen tanto 
hierro y azufre, que proporcionan la diversidad microbiana en la degradación 
mineral a través de los diferentes metabolismos que puedan sostener el crecimiento 
en cada una de estas fuentes de energía oxidables. La naturaleza de un mineral (su 
estructura cristalina) puede determinar, al menos indirectamente aún más el tipo de 
organismo que ampliamente puede degradar. En cultivos puros, especies que 
pueden oxidar tanto el hierro ferroso y azufre pueden estar implicados en la 
degradación de una amplia gama de sulfuros minerales: este rango puede ser 
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restringido en cultivos puros de las especies que oxidan ya sea hierro ferroso o 
azufre. 13 
 
La mayoría de los microorganismos que tienen el potencial de acelerar la disolución 
de los minerales en medio ácido son procariotas, aunque algunas especies de 
hongos también pueden solubilizar minerales, principalmente como resultado de su 
producción de ácidos orgánicos quelantes de metales tales como ácido cítrico y 
oxálico75. Los minerales que han sido más estudiados en este contexto son sulfuros, 
que puedan encontrarse como ígneos, y rocas (no oxidadas) sedimentarias y 
metamórficas. Los sulfuros minerales pueden clasificarse en aquellos que son 
"solubles en ácido" y otros que son "insolubles en ácido"76. El primero (que incluye 
calcopirita (CuFeS2) y esfalerita (ZnS), se solubilizan por protones (o hierro férrico 
soluble), mientras que el segundo (que incluye pirita, (FeS2) y molibdenita (MoS2)) 
son atacados por oxidantes químicos, de los cuales el hierro férrico es el reactivo 
primario en las operaciones de biominería y en la mayoría de entornos 
ambientales.13 
 
Puesto que el hierro férrico es muy insoluble por encima de aproximadamente pH 
2,5; se deduce que sólo es eficaz en la oxidación de sulfuros en licores ácidos. Dos 
clases de microorganismos acidófilos son agentes primarios, por tanto, es 
importante en la aceleración de la disolución de sulfuros minerales a bajo pH: (1) 
los que generan ácido (sulfúrico) por oxidación de azufre, sulfuro y compuestos de 
azufre inorgánicos reducidos (por ejemplo, tiosulfato y tetrationato) y conocidos 
como las procariotas "oxidantes de azufre”, y (2) los que oxidan el Fe+2 (hierro 
ferroso) a Fe+3 (hierro férrico), “las procariotas hierro-oxidantes". 13 
 
2.2.7 Técnicas y métodos para la detección e identificación de 
microorganismos acidófilos oxidantes de hierro y azufre en mineral 
 
Los acidófilos, en teoría se pueden cultivar fácilmente en el laboratorio utilizando 
medios de cultivo adecuadamente formulados a los que se les ajusta el pH 
adecuado. Sin embargo, hay algunas consideraciones pragmáticas sutiles que deben 
tenerse en cuenta al formular y preparar los medios líquidos y sólidos para 
46 
 
acidófilos, que no se aplican a los microorganismos que viven en ambientes en pH 
neutro. 20 
 
2.2.7.1 Condiciones y nutrientes requeridas en medio de cultivo  
 
Los quimiolitótrofos son los más prevalentes entre los acidófilos que la mayoría de 
otros grupos de microorganismos, mientras que un número significativo de 
procariotas acidófilas son o bien heterótrofas o mixotróficas. Los medios líquidos 
para enriquecer y para cultivar estos diversos grupos in vitro, por lo tanto, tienen 
que ser formuladas en consecuencia. Es importante que la solución de sales 
mínimas utilizadas para preparar medios acidófilos contienen una amplia gama de 
macronutrientes (nitrógeno, fósforo, potasio, calcio, etc). 20 
 
También es importante recordar que la mayoría de los acidófilos son altamente 
sensibles a los aniones, con la excepción de sulfato, por lo que la acidificación debe 
llevarse a cabo usando ácido sulfúrico. Debido a la sensibilidad a los aniones, el 
nitrógeno debe proporcionarse como amonio en lugar de nitrato e incluso la 
concentración de fosfato debe mantenerse baja. Los oligoelementos deben ser 
incluidos en medios sintéticos, en particular en los medios inorgánicos usados para 
cultivar acidófilos quimiolitótrofos oxidantes de hierro y azufre. 20 
 
Debido a la escasez general de nitrógeno inorgánico (y orgánico) en la mayoría de 
entornos extremadamente ácidos, la nitrificación es relativamente insignificante y 
no extremadamente ácida, se ha reportado que los procariotas acidófilos son 
capaces de usar amonio o nitrito como donador de electrones para un metabolismo 
quimio sintético. En contraste, como se ha descrito, el hierro ferroso y formas 
reducidas de azufre se presentan a menudo en concentraciones elevadas en 
ambientes ácidos naturales y antropogénicos y consecuentemente los 
quimiotitótrofos hierro y azufre oxidantes están ampliamente distribuidos en dichas 
condiciones. 20 
 
El hierro ferroso es mucho más estable en licores ácidos que en licores a pH neutros 
(conteniendo oxígeno). La esterilización por calor de hierro ferroso en medio 
liquido resulta invariablemente en una oxidación parcial y un cambio de color (el 
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hierro férrico tiene un color naranja fuerte en medio acidófilo, mientras que el 
hierro ferroso tiene un color verde traslúcido) y la formación de espuma o 
sedimentación. Es preferible, por lo tanto, acidificar el pH menor o igual a 2 y 
esterilizar con filtro de membrana de 0,2 µm o de menor tamaño. La preparación 
debe realizarse por separado y mezclarse cuando estén frías las soluciones de sales 
y hierro ferroso. 20 
 
El hierro ferroso es en términos energéticos, un donador de electrones pobre. De 
hecho, el relativamente alto potencial redox de la relación Fe+2/Fe+3 a bajo pH 
significa que solo el oxígeno puede servir como aceptor de electrones para 
acidófilos hierro oxidantes. Consecuentemente, el número de células de hierro 
oxidantes en medios líquidos tienden a ser mucho menor que para cultivos 
heterótrofos o incluso acidófilos que crecen en azufre (las energías libres 
disponibles de la oxidación de diversos compuestos inorgánicos de azufre 
reducidos y azufre elemental son significativamente mayores que a partir de la 
oxidación de hierro). Sin embargo, aunque la medición directa de cambios en la 
turbidez no es apropiada para medir el crecimiento de acidófilos hierro-oxidantes, 
el cambio de color muy evidente (verde a naranja) que se produce, puede ser usado 
para indicar que se está produciendo oxidación. En la mayoría de los casos, la 
oxidación de hierro ferroso está estrechamente unida al crecimiento de los 
acidófilos hierro oxidantes y los cambios de las concentraciones de hierro ferroso 
se puede utilizar para determinar las tasas de crecimiento de acidófilos.20 
 
El hierro férrico es soluble en licores muy ácidos, pero a pH > 2.5 se hidroliza 
formando una variedad de productos sólidos. En muchas situaciones, la formación 
de precipitados de hierro es una desventaja importante, por ejemplo, en la 
recolección y purificación de células bacterianas. Evitar la formación de 
precipitados férricos en cultivos discontinuos no es sencillo, excepto donde el 
control de pH se puede mantener (en fermentadores). Esto es debido a la oxidación 
del hierro ferroso es una reacción de consumo de protones, y así el pH tiende a 
aumentar a medida que avanza la oxidación. 20 
 
Durante la oxidación del azufre y politionatos, el pH del medio disminuye debido a 
la producción de ácido sulfúrico y la pobre capacidad de amortiguación de los 
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medios acidófilos. Mientras que el pH se puede usar para indicar la actividad 
microbiana, los cambios en la concentración de sustrato o sulfato, o la medición de 
la biomasa son medios más precisos de la estimación de las tasas de crecimiento de 
los acidófilos azufre y hierro oxidantes. 20 
 
2.2.7.2 Métodos moleculares basados en el DNA. 
 
Los métodos moleculares de identificación de microorganismos se basan en el 
estudio de las moléculas de DNA y RNA, los que, en su mayoría, están basados en 
la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). La PCR permite obtener un 
elevado número de copias del fragmento a amplificar a partir de una pequeña 
concentración de DNA, prescindiendo del cultivo de los microorganismos. Con ella 
es posible el análisis de ciertas regiones de los genes 16S, 23S y 5S del rRNA, 
usando partidores específicos que reconocen la secuencia nucleotídica de estas 
regiones. En el caso del gen 16S, es una herramienta comúnmente utilizada en la 
identificación de bacterias, esto pues es una unidad evolutivamente conservada y 
contiene zonas que son comunes para microorganismos filogenéticamente 
semejantes. Por otro lado, se trata de un gen relativamente corto, de 
aproximadamente 1500pb.25 
 
Se ha reportado bibliográficamente el uso de técnicas basadas en PCR tanto para 
identificación de microorganismos. Por último, las técnicas asociadas a PCR para la 
identificación del gen 16S rRNA son ampliamente usadas en el estudio de la 
ecología de procesos de biolixiviación, siendo un método rápido en la detección e 
identificación de especies desde una comunidad diversa. La identificación del gen 










3.1.1 Material Biológico 
 
Cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
 
3.1.2 Material de Vidrio 
 
- Matraces de 125 ml, 250 ml y 1000 ml 
- Frascos de vidrio de 200 ml, 500 ml y 1000 ml 
- Probeta de 50 ml, 100 ml 
- Láminas portaobjetos 
- Láminas cubreobjetos 
- Cámara de Neubauer 
- Pipetas de 10 ml, 1 ml 
 
3.1.2.1 Material de Plástico 
 
- Tips (10; 200; 1000 µl) 
- Racs 
- Micropipetas (0,1-10 µl, 10-20 µl, 100-1000 µl) 
- Filtros millipore (0,22 µm) 
- Tubos Eppendorf  
- Tubos de PCR 








- Medio 9K - Fe: (NH4)SO4, MgSO4, FeSO4.7H2O, K2HPO4 
- Agarosa 
- H2SO4 concentrado (98%) 
- H3PO4 concentrado 
- K2Cr2O7 0.01 N 
- Difenilamina 
- Tinción de Gram: Cristal violeta, lugol, alcohol acetona, safranina 
- Fluorocromo: Naranja de acridina 
- Kit PowerSoil MOBIO   
- Reactivos de PCR: 5X Green Go Taq Flexi Buffer, MgCl2, dNTP’s, Primers 
1492R y 27F, GoTaq Polimerasa, Agua miliQ. 
- Ladder DNA 1kb 
- Bromuro de etidio 
- TAE 1X 
- Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System 
- Agua ácida pH 1.8 
- Buffer fosfato pH 7.2 
- Metanol 
- Agua destilada  
- Aceite de inmersión 




- Balanza analítica  
- Microscopio óptico 
- Microscopio confocal de fluorescencia 
- Microcentrífuga 
- Cámara de extracción 
- Termociclador 
- Cámara de electroforesis 
- Fuente de poder 
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- Transiluminador UV 
- Estufa 
- Equipo de Nanodrop 
- Vórtex 
- pHmetro, cintas indicadoras de pH 
- Shaker 
- Autoclave 







3.2.1 Lugar de ejecución 
 
El presente trabajo de investigación se realizó en el laboratorio de Biominería de la 
Universidad de Antofagasta – Chile, bajo la tutoría del Dr. Mario Esparza y en los 
laboratorios H de la Universidad Católica de Santa María – Arequipa. 
 
3.2.2 Fuente de recolección del mineral 
 
El mineral de estudio (Calcopirita) fue recolectado de la minera “La Verde” en las 
zonas de minería en la región de Acarí ubicada en el departamento de Arequipa 




Figura Nº 03. Mapa de ubicación de Minera “La Verde”, Acarí- Arequipa, coordenadas 
15°15'11"S   74°38'14"W. 
 
 
Los métodos realizados en el presente trabajo se detallan en la Figura Nº 04 
mediante un diagrama de flujo, donde se observa la secuencia de los métodos 
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3.2.3 Tamizado de mineral 
 
Se realizó el tamizado del mineral en el laboratorio de metalurgia en la Universidad 
de Antofagasta, donde se consiguió un tamaño de partícula de ~75 µm.33 Primero, 
se realizó un chancado en un batán en bolsas plásticas para evitar su contaminación, 
con esto se consiguió disminuir el tamaño de las rocas, posteriormente se llevó la 
muestra a un molino de anillo “ESSA” para obtener un tamaño de partícula más 
pequeño, mediante su pulverización, luego se pasó el mineral por un tamiz de malla 
Nº +200 para conseguir un tamaño de partícula ~75 µm. 
 
3.2.4 Análisis fisicoquímico de mineral 
 
El análisis de la muestra se llevó a cabo en el laboratorio “LAS” (Laboratorio 
Analítico del Sur), donde se analizó una muestra de 250 g de calcopirita, mediante 
digestión específica por volumetría, con este ensayo se determinó el porcentaje de 
Cobre y Hierro en la muestra de mineral. Anexo 01 
 
El análisis volumétrico de los metales presentes en la muestra fue de tipo redox, se 
basó en la titulación con un agente reductor u oxidante, en la cual se emplea un 
indicador visual80. Se empleó el método de titulación por yodometría, en el cual la 
titulación es indirecta, se usa tiosulfato de sodio como patrón primario y como 
indicador almidón81. El yodo es un oxidante medio y permite la valoración de 
sustancias como los tiosulfatos o arsenitos, mientras se reduce a ion yoduro. Otras 
sustancias que pueden valorarse con yodo son los sulfitos, sulfuros, y los iones 
arsénico (III), estaño (II) y cobre (I).82  
 
3.2.5 Aislamiento y cultivo de microorganismos presentes en mineral  
 
3.2.5.1 Aislamiento de microorganismos presentes en el mineral en medio 
9K-Fe líquido  
 
Se preparó medio líquido 9K-Fe (0,4 g/L MgSO4.7H2O, 0,04 g/L K2HPO4, 0,1 g/L 
NH4SO4, 33,3 g/L FeSO4.7H2O; medio DSMZ modificado) calibrado a pH 1,8-2,0 
con H2SO4 concentrado. Se realizó la adición del mineral (Calcopirita) tamizado a 
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tamaño de partícula ~75 µm en medio líquido 9K-Fe con densidad de pulpa de 
10%, y se dejó incubar a temperatura ambiente (21ºC).36 Se monitoreó el cambio de 
color en el medio20 y la biomasa celular mediante conteo con cámara de Neubauer.  
 
Pasados 44 días desde el primer cultivo de mineral en medio 9K-Fe, se realizó un 
segundo cultivo sólo de las células libres en el medio provenientes del cultivo con 
el mineral. Este segundo cultivo se realizó concentrando 10 ml del primer cultivo e 
inoculando sólo la biomasa celular libre de mineral a un matraz con medio nuevo 
9K-Fe a pH 1,8-2,0. La concentración se realizó mediante centrifugación a 1000 
rpm x 5 minutos para precipitar los compuestos de mineral, luego el sobrenadante 
se centrifugó a 12000 rpm x 10 minutos para concentrar las células del medio (La 
centrifugación debe realizarse entre 800 rpm y 1000 rpm para concentrar y remover 
los precipitados minerales y a más de 10 000 rpm para concentrar biomasa 
microbiana) 66. Se realizaron conteos celulares cada 24 horas en cámara de 
Neubauer y se monitoreó el cambio de color en el medio. 
 
3.2.5.2 Conteo de microorganismos en cámara de Neubauer 
 
Para cada conteo se concentró la biomasa celular. Primero, se agitó el matraz en 
vórtex, se extrajo 1 ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 ml, y se centrifugó a 
1000 rpm x 5 minutos, se traspasó el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 
1.5 ml y se volvió a centrifugar a 12 000 rpm x 10 minutos, se descartó el 
sobrenadante y se resuspendió el pellet obtenido. Se colocó un volumen de 10 µl en 
cámara de Neubauer y se contó a un aumento de 100X con aceite de inmersión. Se 
utilizó el protocolo de conteo microbiano en cinco cuadrantes37 (Figura Nº 05), con 








R: Inversa del volumen de la cámara de Neubauer (0.1 mm3) = 10 mm3 
C: Factor de conversión de mm3 a ml = 103 
 
3.2.5.3 Cultivo en medio 9K-Fe sólido 
 
Se preparó un medio sólido de 9K-Fe a pH 2, se usaron los reactivos: 10 g/L de 
(NH4)2SO4, 1,5 g/L de MgSO4.7H2O, 0,5 g/L de KH2PO4, 33,3 g/L FeSO4.7H2O y 
agarosa al 1%20, el pH se calibró con ácido sulfúrico concentrado.  
 
Para el cultivo en medio sólido, se colocaron 1400 µl del cultivo en medio líquido 
por triplicado en tubos Eppendorf estériles y se procedió a concentrar las células 
por centrifugación, se descartó el sobrenadante y se resuspendieron los pellets en 
agua ácida a pH 1,8. Luego se extrajo 10 µl con micropipeta y se sembró en placa 
por microgota7 en condiciones estériles, con un control negativo respectivo.36 
 
Se monitorearon los cambios con el paso de los días y se caracterizaron las colonias 
macroscópica y microscópicamente mediante microscopía óptica y tinción de 
Gram.  
 




3.2.6 Caracterización microbiológica de los microorganismos presentes en 
el consorcio bacteriano aislado de calcopirita 
 
3.2.6.1 Tinción Gram 
 
Se realizó la tinción de Gram para determinar el tipo de microorganismos presentes 
en el cultivo aislado de calcopirita al 10% y observar su morfología. Para eso, se 
hizo una concentración celular con una biomasa entre 108 y 109 a partir de un 
volumen de 1 ml del consorcio aislado de calcopirita en medio líquido 9K-Fe. Se 
concentraron las células por centrifugación y el pellet resultante se lavó con agua 
ácida a pH 1,8. Finalmente el pellet resultante se resuspendió en 100 µl de agua 
ácida a pH 1,8. Se fijó la muestra en una lámina portaobjetos cerca al mechero, 
cuando se fijó totalmente se incubó con metanol frío durante 15 minutos y se secó 
al ambiente65. Se aplicaron los reactivos de Gram: Cristal violeta por 1 minuto, 
lugol por un minuto, alcohol acetona por 30 segundos y safranina por un minuto37. 
Se procedió a observar en el microscopio con aceite de inmersión a 100X. 
 
El fundamento de esta técnica de tinción se basa en la diferente estructura de la 
pared celular de ambos grupos: las bacterias Grampositivas tienen una gruesa capa 
de peptidoglicano en su pared, mientras que las bacterias Gramnegativas tienen una 
capa de peptidoglicano más fina y una capa lipopolisacarídica externa. Tras la 
tinción con el primer colorante (Cristal violeta) se efectúa un lavado con alcohol 
que arrastrará al colorante sólo en las Gramnegativas, mientras que en las 
Grampositivas el colorante queda retenido y las células permanecerán azules. Las 
células Gramnegativas se teñirán después con un colorante de contraste (safranina) 
para que puedan observarse.83 
 
 
3.2.6.2 Microscopía confocal de fluorescencia 
 
Se utilizó microscopía confocal de fluorescencia para una mejor observación de los 
microorganismos aislados de calcopirita presentes en el cultivo, y así conocer mejor 




Para esto se realizó una concentración celular con una biomasa entre 108 y 109 a 
partir de un volumen de 1 ml de los microorganismos aislado de calcopirita al 10% 
en medio líquido 9K-Fe. Se concentraron las células por centrifugación, el pellet 
resultante se lavó con agua ácida a pH 1,8. Finalmente el pellet resultante se 
resuspendió en 100 µl de agua ácida a pH 1,8. Se fijó la muestra en una lámina 
portaobjetos cerca a mechero, cuando se fijó totalmente se incubó con metanol frío 
durante 15 minutos y se secó al ambiente. Se utilizó como fluoróforo naranja de 
acridina a concentración de 50 µg/ml y se fijaron las muestras en oscuridad durante 
30 minutos. Luego se realizaron lavados con agua destilada y se dejó secar a 
temperatura ambiente65. Posteriormente se fijó la muestra con un reactivo fijador 
“DAKO”. La muestra se observó en el microscopio de fluorescencia marca LEICA 
TCS SP28, con un aumento de 100X y aceite de inmersión, y con los siguientes 
parámetros correspondientes al fluoróforo naranja de acridina: 1024 x 1024 format, 
400 Hz speed, 3 line average, 600 gain, 0 offset, 10% láser. 
 
El fundamento de esta técnica de microscopía se basa en un proceso de interacción 
entre la radiación y la materia en el cual un material absorbe radiación de una 
fuente específica y muy rápidamente emite luz, cuya energía es menor (de mayor 
longitud de onda) que la de la radiación que ha absorbido84.  Cuando se irradian con 
luz de longitud de onda corta, las sustancias fluorescentes emiten luz de una 
longitud de onda mayor; los objetos no fluorescentes, como el fondo, permanecen 
oscuros. Esta propiedad que poseen distintos materiales se conoce como 
fluorescencia primaria o autofluorescencia. Sin embargo, la mayoría de las 
muestras interesantes a nivel microscópico no tienen esta propiedad. Con el fin de 
lograr el objetivo en la microscopía de fluorescencia de hacer visibles ciertas 
estructuras o de resaltar detalles para análisis específicos, dichas muestras deben en 
primer lugar teñirse o, en una reacción inmunoquímica, marcarse con un marcador 
fluorescente conocido como fluorocromo. La luz que emite una sustancia teñida 
con un fluorocromo se denomina fluorescencia secundaria85. 
 
Con la caracterización microbiológica no pudo realizarse el aislamiento de cada 
cepa que conformó el consorcio de microorganismos aislados del mineral 




3.2.7 Caracterización molecular de las cepas presentes en el conjunto 
bacteriano aislado de calcopirita 
 
3.2.7.1 Extracción y purificación de DNA 
 
Concentración celular: Se realizó una concentración celular con una biomasa 
entre 108 y 109 a partir de un volumen de 10 ml por duplicado de los 
microorganismos aislados de calcopirita al 10% en medio líquido 9K-Fe. Se 
concentraron las células por centrifugación. Finalmente el pellet resultante se 
resuspendió en 200 µl de agua ácida a pH 1,8 y se conservó en refrigeración. 
 
Extracción de DNA: Se usó el kit PowerSoil DNA Isolation Kit MOBIO de 
acuerdo a instrucciones del manual, se usaron los pellet celulares anteriormente 
preparados. Al finalizar la extracción se obtuvo un volumen aproximado de 300 µl 
de DNA resuspendido en Solución rehidratante proporcionada por el Kit, estos se 
conservaron a  -20ºC.39 
 
Amplificación del Gen 16S rRNA con PCR: Para comprobar la presencia de 
DNA extraído, se llevó a cabo una PCR del gen 16S rRNA con los primers 
universales 1492R y 27F de bacteria. En la Tabla Nº 06 se observan los reactivos 
usados en la PCR. 
 
Tabla Nº 06. Componentes del Mix PCR 16S rRNA 
Reactivos 1X (µl) 10X (µl) 
Buffer 5 50 
MgCl2 2 20 
dNTP’s 0.5 5 
1492 R 1 10 
27 F 1 10 
Go Taq 0.25 2.5 
Agua miliQ 13.25 132.5 




En la Tabla Nº 06 se muestran las cantidades y reactivos usados en el proceso de 
amplificación de DNA extraído a partir del cultivo bacteriano en medio líquido mediante 
PCR, las cantidades usadas se estandarizaron previamente para usarse de manera óptima. 
 
Primero, se preparó el Mix de PCR en condiciones estériles en un tubo Eppendorf a 
10X para un total de 5 muestras. Luego se agregó a cada tubo de PCR 23 µl de Mix 
PCR y un volumen de 2 µl de templado (DNA). Para el control negativo se usó 
agua miliQ como templado y para el control positivo DNA de E. coli previamente 
extraído. El proceso de PCR se realizó en un termociclador “BIORAD”. En la 
Tabla Nº 07 se observa el programa de amplificación para el género bacteria. 
 
Tabla Nº 07. Programa de Termociclador “BIORAD” 
Nº Temperatura Tiempo 
1 94 ºC 5 min 
2 94 ºC 45 seg 
3 45 ºC 45 seg 
4 72 ºC 1 min 30 seg 
5 GO TO 2 30 TIMES 
6 72 ºC 5 MIN 
7 4 ºC FOREVER 
8 END  
 
La tabla Nº 07 muestra el programa usado para el termociclador “BIORAD” 
específicamente, los ciclos, temperaturas y tiempos empleados para la amplificación del 
género bacteria fue estandarizado previamente utilizando muestras de DNA bacteriano. 
Con esto se consiguieron resultados óptimos en la amplificación del DNA obtenido. 
 
Electroforesis: Se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con bromuro 
de etidio. Se realizó la corrida a 70 V durante 45 minutos. Se reveló el gel en 
transiluminador UV para la observación de bandas y comparación del tamaño de 
DNA obtenido con el Ladder empleado. 
 
Corte de Bandas de DNA: Luego de la Electroforesis en gel de agarosa 1.5% se 
cortaron las bandas de DNA con un bisturí estéril en un tiempo máximo de 4 
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minutos, se colectaron las bandas en tubos Eppendorf estériles libres de nucleasas y 
se conservaron a -20ºC. Se realizó la purificación de las bandas de gel de acuerdo al 
protocolo del Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System. Se resuspendió el 
producto en agua libre de nucleasas y se conservó a -20ºC.40 
 
Cuantificación de DNA: Se llevaron las muestras a cuantificar en un Equipo 
NANO DROP, donde se usó 1 µl de DNA y con el software respectivo del equipo 
se mostraron los valores de DNA de cada muestra. El DNA con buena 
concentración y pureza se envió a secuenciar78. 
 
 
3.2.7.2 Identificación molecular 
 
En la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), se usaron primers universales 
para bacteria 1492R Y 27F y el proceso se realizó en la Universidad de Antofagasta 
– Chile en el laboratorio de Biominería y la secuenciación se realizó en 
MACROGEN (Korea). Posteriormente con la secuencia obtenida se comparó 
utilizando BLAST en el Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI), y 
el alineamiento de las secuencias en estudio y secuencias similares de GenBank se 
obtuvo utilizando Clustal Omega.  
 
 
3.2.8 Biolixiviación de Cobre y Hierro 
 
3.2.8.1 Reactivación de los microorganismos conformantes del consorcio 
aislado de calcopirita al 10% en medio líquido 
 
Se realizó un subcultivo a partir de 10 ml del cultivo de microorganismos en medio 
líquido en 90 ml de medio nuevo 9K-Fe pH 1,8-2,0; luego se incubó a temperatura 
ambiente (21ºC) y se realizaron conteos diarios por triplicado en cámara de 
Neubauer, hasta alcanzar una biomasa de 108. Se realizaron conteos en cámara de 






3.2.8.2 Reactivación de la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
 
Se cultivó 3 ml de la cepa de A. ferrooxidans ATCC 23270 en 20 ml de medio 9K-
Fe para activar las células e incrementar su biomasa, se realizaron conteos en 
cámara de Neubauer por triplicado hasta la obtención de biomasa a 108 cel/ml y se 
evaluó la Biooxidación de Hierro.  
 
3.2.8.3 Pruebas de Biooxidación de Hierro 
 
La Tabla Nº 08 muestra las soluciones requeridas para las pruebas de biooxidación 
de Hierro89,90,91,33. Estas soluciones fueron la solución extractiva, solución de 
Dicromato de potasio 0,01 N y como indicador la solución de difenilamina ácida 
1%. 
 






Agua destilada (ml) 
150 150 700 
Solución de Dicromato de Potasio 0,01 N 
K2Cr4O7 (g) Agua destilada (ml) 
4,4 1000 
Solución de Difenilamina ácida 1% 
Difenilamina (g) H2SO4 98% (ml) 
1 100 
 
Las pruebas de biooxidación de Hierro se realizaron sacando una alícuota de 5 ml 
de cada cultivo, se le adicionó 10 ml de solución extractiva y 3 gotas de 
difenilamina ácida, posteriormente, se tituló con la solución de Dicromato de 
potasio 0,01 N91 hasta el viraje de color traslúcido a violeta oscuro. Se realizó el 




Se consideró que aproximadamente 1 gota de Dicromato de potasio equivale 0.065 





El fundamento de la técnica de titulación del ión Fe+2, se basó en volumetría de 
óxido reducción, en la cual existe una reacción entre el reactivo y el analito. Los 
analitos reductores se titulan con una solución de un reactivo oxidante de 
concentración conocida. En esta técnica se emplea la dicromatometría, el dicromato 
se usa para la determinación de hierro por la oxidación de hierro (II) a hierro (III), 
en volumetría de óxido-reducción86, en la cual se usa una solución sulfo-fosfórica. 
El ácido sulfúrico da la acidez adecuada para la titulación. El ácido fosfórico 
disminuye la concentración de Fe+3, por medio de la formación de un complejo 
incoloro, ayudando a que la reacción se complete; elimina el color amarillo del 
Fe+3. Necesita indicadores de óxido-reducción como la difenilamina87. 
 
Posteriormente, se realizó la homogenización de un volumen de 50 ml del cultivo 
anterior, el cual se concentró para obtener un pellet celular y este fue cultivado en 
90 ml de medio nuevo 9K-Fe a pH 1,8-2,0. De la misma forma, se sacó 10 ml del 
cultivo anterior de A. ferrooxidans ATCC 23270 y se cultivó en 90 ml de medio 
nuevo 9K-Fe a pH 1,8-2,0. Ambos cultivos se incubaron a temperatura ambiente 
(21ºC) durante 5 días para ser usados en las pruebas de biolixiviación. 
 
 
3.2.9 Pruebas de Biolixiviación en matraces agitados 
 
Se realizó el conteo celular de los cultivos del consorcio y A. ferrooxidans ATCC 
23270 en cámara de Neubauer para comprobar la cantidad de biomasa y verificando 
que ambas muestras tengan la misma cantidad. La biomasa del consorcio fue de 
2,069 x 108, mientras que la biomasa de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
23270 fue de 1,639 x 108. 
 



































Los ensayos se realizaron en matraces de 250 ml por triplicado para el consorcio, 
triplicado para la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 y con tres controles negativos 





180 ml de medio 9K-Fe + 20 ml de cultivo consorcio + 20 gr de Calcopirita ~ 75 
µm. 
 
Cultivo Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270: 
180 ml de medio 9K-Fe + 20 ml de cultivo ATCC + 20 gr de Calcopirita ~ 75 µm. 
 
Controles negativos: 
200 ml de medio 9K-Fe + 20 gr de Calcopirita ~ 75 µm. 
 
Se colocaron los 9 matraces en shaker a 120 rpm y a temperatura ambiente. 
 
Se realizaron conteos en cámara de Neubauer por triplicado, ensayos de 
biooxidación de Hierro y medición de pH. Asimismo se recolectaron las muestras 
respectivas para los ensayos de Cu y Fe total. 
 
3.2.9.1 Conteo en cámara de Neubauer 
Se agitaron las repeticiones de ambos cultivos: Consorcio y A. ferrooxidans ATCC 
23270 y posteriormente se agitaron en vórtex. Se sacó 1 ml de cada muestra a un 
tubo eppendorf y se llevó a centrifugación de 1000 rpm x 5 minutos, se sacó el 
sobrenadante a otro eppendorf y se centrifugó a 12000 rpm x 10 minutos. Se 
resuspendió el pellet en 100 µl de medio y se procedió a contar. Se contó por 
triplicado cada repetición en los dos cultivos cada 24 horas. 
 
3.2.9.2 Biooxidación de ión (Fe+2) 
3.2.9.2.1 Consorcio 
Se agitaron las tres repeticiones, posteriormente se sacó una alícuota de 5 ml del 
sobrenadante y se filtró con papel filtro a tres beakers, se agregó 10 ml de Solución 
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extractiva y 3 gotas de difenilamina ácida, se tituló con Dicromato de potasio 0.01 
N hasta viraje de color a violeta oscuro38. 
 
3.2.9.2.2 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
Se agitaron las tres repeticiones, posteriormente se sacó una alícuota de 5 ml del 
sobrenadante y se filtró con papel filtro a tres beakers, se agregó 10 ml de Solución 
extractiva y 3 gotas de difenilamina ácida, se tituló con Dicromato de potasio 0.01 
N hasta viraje de color a violeta oscuro. 
 
3.2.9.2.3 Control (-) 
Se agitaron los tres controles, posteriormente se sacó una alícuota de 5 ml del 
sobrenadante y se filtró con papel filtro a tres beakers, se agregó 10 ml de Solución 
extractiva y 3 gotas de difenilamina ácida, se tituló con Dicromato de potasio 0.01 
N hasta viraje de color a violeta oscuro. 
 
3.2.9.3 Medición de pH 
Cuando se filtraron las muestras para la titulación se midió el pH antes de agregar 
la solución extractiva. El pH se midió con tiras de pH en las tres repeticiones del 
consorcio, A. ferrooxidans ATCC 23270 y control negativo.  
 
3.2.9.4 Preparación de muestras para análisis de Cobre y Hierro total por el 
método de absorción atómica 
 
Se agitaron las tres repeticiones de cada cultivo: Consorcio y A. ferrooxidans 
ATCC 23270, incluyendo también los tres controles negativos. Se dejaron 
precipitar por 10 minutos y del sobrenadante se sacó un volumen de 12 ml de cada 
repetición de cada cultivo: Consorcio y A. ferrooxidans ATCC 23270, y de los tres 
controles una sola muestra de 15 ml, homogenizando 5 ml de cada control (-). Las 7 
muestras se filtraron con papel filtro a tubos Falcon de 15 ml de capacidad y se 
rotularon para llevar al laboratorio de análisis.  
 
El método usado para la determinación de Cobre y Hierro total en solución fue el 
de espectrometría por absorción atómica, tiene como fundamento la absorción de 
radiación de una longitud de onda determinada. Esta radiación es absorbida 
selectivamente por átomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia en 
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energía corresponda en valor a la energía de los fotones incidentes. Las muestras 
son previamente atomizadas por absorción atómica con llama, que nebuliza la 
muestra y la disemina en forma de aerosol dentro de una llama de aire acetileno u 
óxido nitroso88. 
 
3.3  Procesamiento estadístico. 
 
Para la evaluación del crecimiento de los microorganismos tanto del consorcio 
aislado de calcopirita y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 durante las pruebas de 
biooxidación de Fe+2 y biolixiviación de Cobre y Hierro, se aplicaron gráficos de 
tendencia según el tiempo de evaluación, para los parámetros de cultivo como el 
pH, concentración de biomasa (cél/ml), concentración de Fe+2, Fe total y Cu total 
producto de los ensayos de biolixiviación. Se empleó un análisis exploratorio de 
datos, para evaluar su distribución normal, y la posterior aplicación de la prueba 
estadística de ANOVA de un factor, la prueba de especificidad de Tukey para 
establecer las diferencias resultantes entre tratamientos, todo el procesamiento 
estadístico se realizó mediante los programas estadísticos SPSS vers. 20 y Sigma 







4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
4.1 Recolección y análisis fisicoquímico del mineral 
 
Se recolectaron rocas de aproximadamente 250 g cada una, las características de las 
rocas indicaron que se trataba de un mineral cuprífero sulfurado conocido como 
calcopirita (CuFeS2), la muestra se mantuvo a temperatura ambiente (21ºC) y 
posteriormente se realizó un análisis fisicoquímico del mineral recolectado (Figura 
Nº 06) mediante volumetría por digestión específica, la muestra analizada fue de 
250 g.  
 
 
Fig Nº 06. Muestra de calcopirita (CuFeS2) 
 
La figura Nº 06 muestra el mineral recolectado en la zona de Acarí – Arequipa de tamaño 
regular, de color verdoso con dorado intenso. En la tabla Nº 09 se muestran los valores de 
Cobre (Cu) y Hierro (Fe) total obtenidos de la muestra analizada.  
 
Tabla Nº 09. Composición química del mineral recolectado procedente de Acarí-
Arequipa. 






Los resultados de la Tabla Nº 09, obtenidos mediante el ensayo fisicoquímico del mineral 
mediante volumetría por digestión específica mostraron que la concentración de Cobre y 
Hierro en el mineral son altos, por lo que el mineral que se utilizará para el estudio es de 
alta ley. 
 
4.1.1 Tamizado del mineral para el aislamiento del consorcio nativo. 
 
El mineral recolectado fue chancado, luego pulverizado en un molino de anillo 
“ESSA” y posteriormente tamizado en malla Nº +200 hasta obtener un tamaño de 
partícula ~75 µm31,52 (Figura Nº 07). 
 
Fig Nº 07. Secuencia de tamizado del mineral. A: Rocas de calcopirita recolectada B: 
Molienda en batán C: Pulverizado en Molino “ESSA” D: Mineral pulverizado 
 
La figura Nº 07 muestra la secuencia realizada para el tamizado del mineral a un tamaño de 
partícula ~75 µm. En A, se muestra el mineral (calcopirita) recolectado; B, muestra el 
primer chancado, donde se redujo gran parte del tamaño de las rocas; C, muestra el mineral 
chancado en el pulverizador “ESSA” y D, muestra el mineral pulverizado y tamizado. El 
cual se utilizará en los experimentos posteriores. 
 
El tamaño de partícula del mineral empleado se redujo, teniendo en cuenta la naturaleza del 
mineral, ya que la calcopirita por ser recalcitrante, es muy resistente al ataque químico y a 
la oxidación microbiana2,7. Asimismo, en sistemas agitados, se requiere tamaños de 
partícula normalmente inferiores a 100 mm, debido a que facilitan la suspensión y la 
homogeneidad del contenido. Se tiene en cuenta que a menor tamaño de partícula, mayor 




4.2 Aislamiento de microorganismos presentes en el mineral 
 
4.2.1 Cultivo en medio líquido 9K-Fe al 10% de calcopirita para el 
aislamiento del consorcio bacteriano nativo  
 
El aislamiento de los microorganismos presentes en el mineral, se realizó en medio 
de cultivo 9K-Fe a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC), y se agregó 10% de 
mineral (calcopirita) tamizado a un tamaño de partícula ~75 µm. El cultivo se 
incubó por 44 días (Figura Nº 08). 
 
 
Fig Nº 08. Aislamiento de microorganismos nativos presentes en el mineral 
(calcopirita) en medio 9K-Fe. A: Cultivo de calcopirita 10% en medio 9K-Fe, día 0 B: 
Cultivo de calcopirita 10% en medio 9K-Fe, día 44. 
 
La Figura Nº 08 muestra cómo se realizó el aislamiento de microorganismos presentes en 
la calcopirita empleada. A, muestra el primer cultivo del mineral (calcopirita) al 10% en 
medio de enriquecimiento 9K-Fe, donde los microorganismos presentes se desarrollaron 
con los nutrientes proporcionados por el medio a un pH ácido adecuado (1,8 – 2,0) para 
microorganismos acidófilos y a temperatura ambiente (21ºC) adecuada para mesófilos, la 
biomasa en esta etapa alcanzó 2.3 x106 cél/ml. En B, se observa el cultivo del mineral 
(calcopirita) al 10% al día 44, la biomasa aumentó considerablemente, obteniéndose un 
valor de 9.1 x 106 cél/ml, y se observó un ligero cambio de color producido por la 





4.2.2 Cultivo de microorganismos libres obtenidos a partir del mineral 
 
Posterior al primer cultivo del mineral, se realizó un segundo cultivo en nuevo 
medio 9K-Fe a pH 2, (Figura Nº 09) en el cual se concentraron los 
microorganismos liberados en el medio a partir del primer cultivo con mineral 
(calcopirita) al 10%.  
 
 
Fig Nº 09. Cultivo de microorganismos libres a partir del primer cultivo con mineral 
al 10% en medio 9K-Fe. A: Primer cultivo con calcopirita al 10%. B: Segundo cultivo, 
microorganismos obtenidos del primer cultivo, día 0. C: Segundo cultivo, día de 3, ligera 
oxidación del medio. D: Segundo cultivo, día 6, gran oxidación del medio. E: Segundo 
cultivo, día 10, máxima oxidación del medio.  
 
La Figura Nº 09 muestra el segundo cultivo, realizado a partir de los microorganismos 
obtenidos del primer cultivo con mineral (calcopirita) al 10%. Los microorganismos se 
concentraron y se separaron del mineral, para luego ser cultivados en medio de 
enriquecimiento 9K-Fe a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC). Se puede observar el 
cambio de coloración en el medio con el transcurso de los días. En B, al día 0 se obtuvo 
una biomasa inicial de 9.1 x 106 cél/ml. En C, al día 3 se observó una ligera oxidación del 
medio, el control negativo se mantuvo traslúcido. En D, al día 6 se observó una mayor 
oxidación del medio. Y en E, al día 10, se observó la máxima oxidación del medio, y se 
obtuvo un gran incremento en la biomasa, la cual fue de 2.4 x 108 cél/ml. En esta etapa se 
pudo determinar que la oxidación del medio fue a consecuencia de los microorganismos 







4.2.3 Recuento de biomasa bacteriana de los microorganismos aislados del 
cultivo al 10% de calcopirita en medio 9K-Fe 
 
El recuento de microorganismos presentes en el medio se realizó directamente del 
cultivo cada 24 horas durante un tiempo de 10 días en cámara de Neubauer (Figura 
Nº 10), en microscopio óptico a 100X. 
 
Fig Nº 10. Fotografía de los microorganismos presentes observados en el cultivo aislados 
del mineral (calcopirita) al 10% en cámara de Naubauer, a 100X en microscopio óptico. 
 
La Figura Nº 10, muestra la observación de los microorganismos presentes en el segundo 
cultivo en cámara de Neubauer a un aumento de 100X, en esta, se observaron múltiples 
formas, entre ellos bacilos, cocos y diplococos de tamaño pequeño y con gran movilidad. 
Las proteobacterias de las especies de Acidithiobacillus son más activos en la oxidación de 
sulfuros minerales en un rango de temperatura de 20 a 40ºC.13 Los bacilos del género 
Acidithiobacillus presentan gran motilidad4. 
 
En la Figura Nº 11, se presenta la curva de crecimiento de los microorganismos del 























y = 906065111,496 x 0,398x
 
Fig Nº 11. Crecimiento microbiano del segundo cultivo aislado de calcopirita 10% en 
medio líquido 9K-Fe. 
 
En la Figura Nº 11 se muestra el segundo cultivo de microorganismos aislado de mineral 
(calcopirita) al 10% en medio 9K-Fe, a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC), los 
microorganismos presentes mostraron una rápida adaptación al medio 9K-Fe, ya que las 
células libres en el medio liberadas del mineral lograron crecer con mayor facilidad, 
aumentando su biomasa de 9.1x106 cél/ml a 2.4x108 cél/ml en un tiempo de 9 días, dicho 
crecimiento está descrito por un modelo de crecimiento exponencial. Asimismo, se observó 
el viraje de color a rojo ladrillo intenso mostrando gran oxidación del medio comparado 
con el control negativo. 
 
4.2.4 Cultivo de microorganismos aislados de mineral (calcopirita) al 10% en 
medio sólido 9K-Fe 
 
Posterior a la observación de los microorganismos presentes en el cultivo en medio 
de enriquecimiento líquido 9K-Fe, se realizó el cultivo en medio 9K-Fe sólido con 
1% de agarosa y a pH 2 (Figura Nº12). Para este cultivo, se concentró 1400 µl del 
cultivo en medio líquido y se sembró por profundidad y superficie. Las placas se 































Fig Nº 12. Cultivo de microorganismos aislados (consorcio) a partir de calcopirita al 10% 
en medio sólido 9K-Fe con 1% agarosa. 
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En la Figura Nº 12 se muestra el cultivo de los microorganismos obtenidos de mineral 
(calcopirita) al 10% en medio sólido 9K-Fe. En él se pudieron visualizar colonias (>1mm) 
de color naranja a partir del día 4 de cultivo. Se consiguió una coloración naranja intensa al 
día 10 de cultivo, esto debido a la oxidación del medio, en cambio, el control (-) no 
presentó oxidación. Este método confirmó que los microorganismos presentes oxidan 
hierro y lo precipitan, siendo compatibles con la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans18, sólo 
las colonias de A. ferrooxidans y L. ferrooxidans muestran cristales de hierro ferroso 
incrustados y precipitación de sales férricas que le confieren el color rojizo o marrón20. 
Pero a su vez, no permitió aislar los microorganismos por separado a partir del conjunto 
obtenido del cultivo en medio líquido 9K-Fe. 
 
Para conseguir el crecimiento de acidófilos en medio sólido, se usan polisacáridos como el 
agar o agarosa, los cuales presentan galactosa y en muchos casos restos de ácido pirúvico y 
glucorónico. Las concentraciones de estos agentes gelificantes deben ser bajas, debido a 
que los procariotas acidófilos especialmente los quimiolitótrofos son altamente sensibles a 
los materiales orgánicos presentes en estos, y particularmente a los ácidos orgánicos20. 
 
 
4.3 Caracterización microbiológica del consorcio aislado de calcopirita al 
10% en medio 9K-Fe 
 
Para la caracterización microbiológica de los microorganismos aislados de mineral 
(calcopirita) al 10%, se realizó una tinción de Gram y microscopía confocal de 
fluorescencia. 
 
4.3.1 Tinción de Gram 
 
La tinción Gram se realizó de acuerdo a protocolo para tinción de bacterias, con 
una fijación de las células previa con metanol (Figura Nº 13), esta tinción se usó 
para determinar si los microorganismos presentes en el cultivo eran Grampositivos 



















Fig Nº 13. Tinción Gram de microorganismos aislados de calcopirita al 10% en medio 
líquido 9K-Fe, observado a 100X. 
 
En la Figura Nº 13, con la tinción de Gram realizada a los microorganismos presentes en el 
cultivo, se pudo determinar que son un conjunto de microorganismos, de múltiples formas 
y tamaños y de tipo Gramnegativos. Su observación se hizo a un aumento de 100X en 
microscopio óptico, y presentaron morfología de cocos, diplococos y bacilos de tamaño 
pequeño. Las especies del género Acidithiobacillus muestran forma de bacilo alargado, 
gramnegativo, de forma aislada o agrupados en cadenas de dos o tres.4 
 
4.3.2 Microscopía confocal de fluorescencia 
 
Se realizó una tinción de fluorescencia de los microorganismos presentes en el 
cultivo (Figura Nº 14) para determinar con mayor precisión la morfología de los 
microorganismos conformantes y su tamaño. Para esta tinción se utilizó como 
fluoróforo Naranja de acridina a una concentración de 50 µg/ml. El microscopio 





Fig Nº 14. Microfotografía con microscopía confocal de fluorescencia. A: 
Microorganismos aislados de mineral (calcopirita) 10%, teñidos con Naranja de acridina 50 
µg/ml. B: Aumento de tamaño de A, observación de tipos de microorganismos presentes y 
sus respectivos tamaños. 
 
En la Figura Nº 14, se muestra la microfotografía tomada de la observación con un 
microscopio confocal de fluorescencia, en ella se puede apreciar con mayor claridad la 
morfología de los microorganismos presentes y su tamaño. Se observaron cocos con un 
tamaño entre 455 nm – 659 nm, diplococos de 1.23 µm, y bacilos de 760 nm a 1.29 µm. El 
género Acidithiobacillus muestra bacilos de tamaño entre 0,4 x 2,0 µm. Siendo la especie 
Acidithiobacillus ferrooxidans el único en su género capaz de oxidar hierro y reducir 
compuestos de azufre a temperaturas entre 20 a 40ºC y con pH entre 2,0 – 2,5, presentando 
forma bacilar de dimensiones de 0,5 x 1,0  µm con motilidad y extremos redondeados.14,18. 
La especie de Acidithiobacillus thiooxidans, son bacilos cortos, pueden encontrarse 
aislados, en pares o en cadenas cortas, su dimensión es de 0.5 x 1.0 – 2.0 µm. Presentan 
motilidad y presentan un flagelo polar, es quimiolitótrofa y autótrofa estricta, tiene gran 











4.4 Caracterización molecular del consorcio aislado 
 
4.4.1 Extracción de DNA, PCR y Electroforesis  
 
Para la caracterización molecular de los microorganismos aislados de mineral 
(calcopirita) al 10%, se realizó una extracción de DNA con el Kit Powersoil 
MOBIO, según la indicaciones del proveedor, posteriormente se realizó una PCR 
con primers universales para bacteria 1492R y 27F y finalmente una electroforesis 




Fig Nº 15. Amplificación del gen 16S rRNA en gel de agarosa 1,5%.  S1 y S2: 
Amplificación a partir de extracciones de DNA de microorganismos aislados de calcopirita 
al 10%, C(+): DNA de E.coli, C(-): Agua miliQ. 
 
En la Figura Nº 15, se observaron las muestras de DNA extraídas del conjunto de 
microorganismos aislados de calcopirita al 10%, éstas se compararon con DNA de bacteria 
E.coli para confirmar la presencia del género bacteria y se obtuvo un tamaño de bandas de 
1500 pb comparadas con el Ladder de 1 Kb empleado. Se obtuvieron bandas bien definidas 
y no hubo presencia de contaminación por RNAsas. El gen 16S, permite la identificación 
de bacterias, es relativamente corto y presenta un tamaño de 1500 pb.25 
 
 
4.4.2 Purificación y cuantificación de DNA  
 
Se purificaron las bandas desde el gel de agarosa al 1,5%, de la PCR anteriormente 
realizada, se utilizó el Kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System según las 
indicaciones del proveedor. Posteriormente, se cuantificó la concentración del DNA 
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purificado mediante el uso de un equipo de NANO DROP, para determinar la 
pureza y cantidad de DNA obtenido (Tabla Nº 10). 
 
 
Tabla Nº 10. Cuantificación de DNA para secuenciamiento 
Muestra Concentración (ng/ 
µl) 
OD 260/280 OD 260/230 
S1  19.23 1.82 1.10 
 
En la Tabla Nº 10, se observó que las muestras de DNA que mostraron una 
concentración mayor a 15 ng/µl y una relación OD280/260 > 1.8 se seleccionaron 
para su secuenciamiento. La muestra seleccionada para el secuenciamiento fue la 
S1.  
 
En la cuantificación de DNA se toman en cuenta parámetros importantes que 
indican la pureza y calidad del DNA extraído y purificado. Primero, la 
concentración de DNA debe ser mayor a 15 ng/µl para que pueda secuenciarse. 
Otros parámetros importantes son la relación de absorbancia de 260/280 para un 
DNA purificado, la cual debe ser mayor a 1,8; si este valor es menor, existe 
contaminación por presencia de proteínas, fenol u otros contaminantes. La relación 
de absorbancias de 260/230 debe ser similar a la absorbancia 260/280, este es útil 
como un segundo indicador de pureza del DNA purificado78. 
 
La muestra seleccionada se mandó a secuenciar en Macrogen (Korea), y con la 
secuencia recibida se procedió a realizar un análisis molecular. 
 
4.4.3 Análisis de secuencia 
 
Con la secuencia obtenida se realizaron los respectivos análisis. Primero se insertó 
la secuencia en BLAST en el Centro Nacional de Información Biotecnológica 
(NCBI), donde se pudo observar que no hubo gran similitud con las secuencias 
comparadas, sólo se obtuvo un máximo de identidad de 96% con el género 
Acidithiobacillus. Por lo que se tomó en cuenta que podría tratarse de un nuevo 
género. Para analizar la filogenia de la secuencia se compararon distintas 
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secuencias de género Acidithiobacillus con distintos géneros de esta especie (Tabla 
Nº 11), para este alineamiento se usó el software online Clustal Omega.  
 
 
Tabla Nº 11. Análisis de resultados de BLAST 
Análisis de BLAST 
Especie Ident E value 
Acidithiobacillus ferrooxidans strain SY2 96% 1e-121 
Acidithiobacillus ferrooxidans strain GD-9 96% 5e-121 
Acidithiobacillus sp. NU-1 96% 2e-119 
 
La tabla Nº 11 nos muestra los resultados del análisis de la secuencia analizada en BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) (Anexo 02), la cual comparó la secuencia problema 
de nucleótidos con una base de datos de secuencias de nucleótidos a través del 
alineamiento de sus pares de bases. En este análisis se escogieron las secuencias con un E-
value cercano a cero, ya que mientras más pequeño sea este valor indicará un alineamiento 
significativo, no solo estadísticamente sino biológicamente62. Asimismo, se tomó en cuenta 
el valor del porcentaje de identidad, este valor proporciona el porcentaje de identidad que 
posee la secuencia que hemos introducido y la secuencia de la base de datos, dentro de la 
longitud que ha encontrado63.  El resultado obtenido mostró un máximo fue de 96%, por lo 
que podemos decir que la secuencia analizada no es idéntica a las secuencias presentadas, 
pero sí comparte gran homología. De acuerdo a esto, la secuencia de 16S analizada es de 
un microorganismo del género Acidithiobacillus, debido a que las 10 secuencias más 
cercanas mostradas pertenecen a este género y los valores de estas secuencias muestran E-
value pequeños y un porcentaje de identidad máxima de 96%.64 
 
Posterior al análisis en BLAST, se seleccionaron las secuencias con mayor 
homología a la secuencia analizada y menor valor de E-value. Luego y se alinearon 
las secuencias con el programa Clustal Omega, donde se construyó un árbol 




Fig Nº 16. Árbol filogenético de las secuencia obtenida de la muestra analizada 
alineada con secuencias similares y secuencias de especies alejadas. La secuencia 27F 
se refiere a la secuencia del consorcio.  
 
La figura Nº 16 mostró el alineamiento y filogenia de la secuencia analizada del consorcio 
junto con las secuencias más cercanas a esta, con lo cual podemos decir que la secuencia 
del consorcio presenta gran cercanía al género Acidithiobacillus, pero no presenta cercanía 
significativa con alguna especie. Esta relación se pudo corroborar con las dos especies 
alejadas que se alinearon junto con las de Acidithiobacillus, las cuales fueron 
Staphylococcus sp. BAB-3118 y Pseudomona siringe pv. Strain Psp-1 y que no presentaron 
alguna relación con las antes mencionadas.  
 
4.5 Evaluación y construcción de la cinética de crecimiento del consorcio 
aislado de Calcopirita y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
23270 
 
Con la finalidad de comparar la actividad y capacidad de los microorganismos 
aislados de mineral (calcopirita) en la recuperación de metales de interés como son 
el Cobre (Cu) y Hierro (Fe) a partir de calcopirita (CuFeS2), se utilizó un cultivo de 
una cepa estándar de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270, debido a que 
esta cepa se encuentra purificada y es la cepa comercial más utilizada en la 





4.5.1 Reactivación de cultivos de consorcio aislado de calcopirita al 10% y A. 
ferrooxidans ATCC 23270 para la evaluación de la cinética de 
crecimiento y pruebas de biooxidación. 
 
La reactivación de los cultivos de consorcio (Figura Nº 17) y la cepa 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 (Figura Nº 18) se realizó en un 
periodo de tiempo de 11 días, durante el proceso se observó la oxidación del medio 
y se realizó el conteo microbiano cada 24 horas en cámara de Neubauer. 
 
 
Fig Nº 17. Reactivación de consorcio aislado en medio líquido para pruebas de 
biooxidación y conteos en cámara de Neubauer. A: Cultivo de consorcio, día 0, B: Cultivo 
de consorcio, día 11. 
 
La Figura Nº 16 muestra el cambio de la coloración del medio que corresponde a una 
intensa oxidación hacia el día 11 de cultivo, el cambio observado es producido mediante la 





Fig Nº 18. Reactivación de la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 para 
pruebas de biooxidación y conteos en cámara de Neubauer. A: Cultivo de A. ferrooxidans 
ATCC 23270, día 0, B: Cultivo de A. ferrooxidans ATCC 23270, día 11. 
 
La Figura Nº 18 muestra el cambio de la coloración del medio que corresponde a una 
intensa oxidación hacia el día 11 de cultivo, el cambio observado es producido mediante la 
acción bacteriana de la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270, este cultivo en comparación 
con el consorcio, no mostró tanta oxidación. 
 
 
Se monitoreó el crecimiento bacteriano de los microorganismos presentes en el 
consorcio aislado de calcopirita (Figura Nº 19) y de la cepa A. ferrooxidans ATCC 
23270 (Figura Nº 20) mediante el recuento en cámara de Neubauer, cada 24 horas 

























y = 4861192670,316 x -0,013x
 
Fig Nº 19. Crecimiento microbiano del consorcio aislado de calcopirita en cultivo en medio 
9K-Fe para la evaluación de biooxidación de Fe+2. 
 
La Figura Nº 19, muestra el crecimiento del consorcio microbiano aislado de calcopirita 
cultivado en nuevo medio 9K-Fe a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC), éste mostró una 
biomasa de 1.88 x 108 cél/ml a los 11 días de cultivo, dicho crecimiento está descrito por 
un modelo de crecimiento exponencial. Asimismo se pudo observar una mayor adaptación 
al medio en este nuevo cultivo en medio 9K-Fe, ya que alcanzó el mayor crecimiento de 
biomasa en menor tiempo comparado al anterior cultivo. Los resultados no tuvieron 
diferencias significativas en todos los puntos, por lo cual no se muestran en el gráfico. 
 




















y = 5387834712,834 x -0,281x
 
Fig Nº 20. Crecimiento microbiano de la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 en cultivo 




El Figura Nº 20, muestra el crecimiento microbiano de la cepa A. ferrooxidans ATCC 
23270 cultivada en nuevo medio 9K-Fe a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC), éste 
mostró una biomasa de 2.89 x 108 cél/ml a los 11 días de cultivo, dicho crecimiento está 
descrito por un modelo de crecimiento exponencial donde se aprecia una tendencia 
ascendente. La cepa se adaptó rápidamente al medio 9K-Fe y a las condiciones de cultivo. 
Los resultados no tuvieron diferencias significativas, por lo cual no se muestran en el 
gráfico. 
 
A continuación se muestra la comparación del crecimiento microbiano del 
consorcio aislado de calcopirita y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 (Figura Nº 
21). 























Fig Nº 21. Crecimiento microbiano del consorcio aislado de calcopirita y A. ferrooxidans 
ATCC 23270 en nuevo cultivo en 9K-Fe durante la evaluación de biooxidación de Fe+2. 
La Figura Nº 21, muestra la comparación del crecimiento microbiano entre el consorcio 
aislado de calcopirita y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 cultivados en nuevo medio 
9K-Fe a pH 2 y a temperatura ambiente (21ºC), siendo A. ferrooxidans ATCC 23270 la que 
obtuvo una biomasa de 2.89 x 108 cél/ml en un tiempo de evaluación de 11 días, mientras 
que el consorcio mostró una biomasa de 1.88 x108 cél/ml a los 11 días de evaluación. 
Asimismo se observó una mayor variación entre los datos del consorcio, los que mostraron 
una desviación estándar mayor con respecto a la cepa ATCC. Los resultados no tuvieron 






4.5.2 Pruebas previas de biooxidación de Hierro (Fe+2) en consorcio aislado 
de calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 
 
Para las pruebas de biooxidación de hierro, se evaluó con respecto al tiempo el 
efecto bacteriano de los microorganismos del consorcio aislado de calcopirita y la 
cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 en la oxidación de Fe+2 a Fe+3 y la comparación 
entre ellas. La evaluación se realizó mediante titulación con Dicromato de Potasio 






Fig Nº 22. Titulación de muestras de Consorcio nativo aislado de calcopirita y A. 
ferrooxidans ATCC 23270. A: Filtración de alícuota de cultivo. B: Titulación con 
Dicromato de Postasio 0,01 N. C: Resultado final de titulación. 
 
La Figura Nº 22 muestra el proceso de titulación con Dicromato de Potasio 0,01 N para la 
determinación de la biooxidación de Fe+2 en el consorcio aislado de calcopirita y la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 23270 en el transcurso del tiempo. Las muestras debieron ser filtradas 
previamente para eliminar los residuos en el medio. El viraje de color determinante fue un 
azul-violeta intenso. 
 
Se realizaron pruebas de biooxidación de Hierro del consorcio en medio 9K-Fe a 
pH 2, y a temperatura ambiente (21ºC) durante un periodo de tiempo de 8 días, en 
la Figura Nº 23, se muestra la tendencia del ensayo. 
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Fig Nº 23. Biooxidación de Fe+2 (g/L) en cultivo líquido de consorcio aislado de calcopirita 
en 8 días de evaluación.  
La Figura Nº 23 muestra la variación en la concentración de Fe+2 (g/L) durante la 
biooxidación de Hierro en el medio por la acción bacteriana del consorcio aislado de 
calcopirita, el cual mostró una concentración de 0,32 g/L de Fe+2 a los 8 días de evaluación 
con respecto al control negativo que se mantuvo constante desde el valor inicial. Con lo 
que se determina que la biooxidación de hierro en el medio es dada por la acción bacteriana 
del consorcio. 
 
Simultáneamente, se realizaron pruebas de biooxidación de Hierro de la cepa 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 en medio 9K-Fe a pH 2, y a 
temperatura ambiente (21ºC) durante un periodo de tiempo de 8 días, en la Figura 

































Fig Nº 24. Biooxidación de Fe+2 (g/L) en cultivo líquido de la cepa A. ferrooxidans ATCC 
23270 en 8 días de evaluación. 
La Figura Nº 24 muestra la variación en la concentración de Fe+2 (g/L) durante la 
biooxidación de Hierro en el medio por la acción bacteriana de la cepa A. ferrooxidans 
ATCC 23270, la cual mostró una concentración de 3,57 g/L de Fe+2 a los 8 días de 
evaluación con respecto al control negativo que se mantuvo constante desde el valor inicial. 
El valor obtenido de la biooxidación de hierro con la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 no 
fue muy bajo como se esperó. 
 
Posteriormente, se realizó una comparación de los datos obtenidos con el consorcio 
y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 (Figura Nº 25) en la 
biooxidación de Hierro en medio 9K-Fe. 
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Fig Nº 25. Comparación en la biooxidación de Fe+2 (g/L) en cultivo líquido del consorcio 
aislado de calcopirita y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 en 8 días de evaluación. 
La figura Nº 25 nos muestra la variación en la concentración de Fe+2 (g/L) durante la 
biooxidación de Hierro en el medio por la acción bacteriana de las cepas del consorcio 
aislado de calcopirita y la cepa A. ferroxidans ATCC 23270, habiendo diferencia en la 
concentración de Fe+2 entre ambas con respecto al tiempo, siendo el consorcio quien 
mostró una biooxidación total del ion Fe+2 en comparación con A. ferrooxidans ATCC 
23270 en un tiempo de 8 días. 
El consorcio mostró una oxidación completa del ión Fe+2 a los 8 días de cultivo en 
comparación con la cepa A. ferrooxidans ATCC, se pudo observar que a los 8 días esta no 
logró la oxidación completa del ión Fe+2, en ambos casos, la oxidación se produjo por 
acción bacteriana, ya que el control (-) mantuvo su valor durante el proceso. La diferencia 
entre los valores obtenidos de la biooxidación de hierro, se puede haber dado debido a las 
condiciones de cultivo de los microorganismos empleados, siendo A. ferrooxidans más 
estricta en cuanto a condiciones de pH y temperatura79, y a que el consorcio está 




4.6 Comparación del consorcio nativo aislado de calcopirita y 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 en el proceso de 
Biolixiviación 
 
Los ensayos para la biolixiviación de Cobre y Hierro a partir de calcopirita 
(CuFeS2) se realizaron en matraces agitados (Figura Nº 26) a 120 rpm/min, con un 
volumen de 200 ml de medio 9K-Fe a pH 2, con adición de 10% de calcopirita, 
temperatura ambiente (21ºC) y durante 18 días 31, 33,35,9,90 . 
 
 
Fig Nº 26.  Condiciones de cultivo  de consorcio, Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 




4.6.1 Pruebas de Biooxidación de Hierro durante Biolixiviación 
 
A continuación en la tabla Nº 12, se muestra la comparación entre los tres grupos de estudio: Consorcio, A. ferrooxidans ATCC 23270 y control 
negativo a los 18 días de evaluación de la biooxidación de Hierro (Fe+2) durante el proceso de biolixiviación. 
 
Tabla Nº 12. Concentración de Fe+2 según tiempo de evaluación y efecto bacteriano en la biooxidación de Fe+2 durante el proceso de biolixiviación de cobre y 
hierro durante un tiempo de 18 días. 
 
La Tabla Nº 12, muestra los promedios y desviaciones estándar de la concentración de Fe+2 por efecto de la biooxidación del consorcio nativo aislado de 
calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 desde el día 0 hasta el día 18 de evaluación, en matraces agitados a 120 rpm/min y a temperatura ambiente (21ºC), 
calculados por titulación con Dicromato de Potasio 0,01 N.  
GRUPOS Concentración de Fe+2 (g/L) 
 0 días 1 día 2 día 3 día 4 día 8 día 9 día 10 día 11 día 15 día 16 día 18 día 
 X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S X  S 
CONSORCIO 5,76 ± 0,50 4,42 ± 0,15 4,22 ± 0,15 4,57 ± 0,30 4,32 ± 0,45 3,87 ± 0,30 4,42 ± 0,25 4,37 ± 0,20  4,52 ± 0,05 3,23 ± 0,05 4,07 ± 0,30 4,12 ± 0,15 
A. ferrooxidans 
ATCC 23270 
5,06 ± 0,39 3,87 ± 0,20 3,97 ± 0,10  4,17 ± 0,00 2,78 ± 0,10 4,07 ± 0,10 3,89 ± 0,02 4,07 ± 0,00 4,27 ± 0,10 3,57 ± 0,29 4,52 ± 0,25 4,47 ± 0,00 
CONTROL (-) 5,90 ± 0,00 4,57 ± 0,00 4,27 ± 0,00 4,27 ± 0,00 4,23 ± 0,00 4,77 ± 0,00 4,30 ± 0,00 4,13 ± 0,00 4,47 ± 0,00  4,27 ± 0,00 5,13 ± 0,00 5,00 ± 0,00 
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La Tabla Nº 13, muestra los parámetros que influyeron en la biooxidación de 
Hierro durante el proceso de biolixiviación de cobre y hierro en un tiempo de 18 
días de evaluación. 
 
Tabla Nº 13. Efecto del tiempo y acción bacteriana en la concentración de ión Fe+2 
en el proceso de biooxidación durante la biolixiviación de calcopirita 
 


















8,099 22 0,368 22,482 0,000… 
(P<0,01) 
Error 1,081 66 0,016   
 
La tabla Nº 13, muestra la prueba de comparación de medidas repetidas para evaluar el 
cambio en la concentración de Fe+2 en relación al tiempo, la acción bacteriana y la 
interacción entre ambos. El estadístico de Fisher presenta un valor de F= 122.273, el cual 
indica que existe cambio altamente significativo en la concentración de Fe+2 por efecto del 
tiempo durante los 18 días de evaluación, además se muestra un valor de F= 10.949, el cual 
indica un efecto significativo en la concentración de Fe+2 por efecto de la acción bacteriana 
durante los 18 días de evaluación, y un valor de F= 22.482, el cual indica un cambio 
altamente significativo en la concentración de Fe+2 por efecto de la interacción del tiempo y 
la acción bacteriana hasta los 18 días de evaluación en el proceso de biolixiviación de 
calcopirita. 
 
La Figura Nº 27 muestra la comparación entre el consorcio, la cepa A. ferrooxidans 
ATCC 23270 y el control negativo en la biooxidación de Hierro (Fe+2) durante 18 

































Fig Nº 27. Comparación en la biooxidación de Fe+2 (g/L) en cultivo líquido del consorcio 
nativo aislado de calcopirita, la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 y el control (-) durante 
18 días de evaluación en el proceso de biolixiviación  
 
La figura Nº 27, muestra la variación en la concentración de Fe+2 (g/L) durante la 
biooxidación de Hierro en el medio durante el proceso de biolixiviación de cobre y hierro, 
comparando las cepas del consorcio nativo y A. ferrooxidans ATCC 23270, durante una 
evaluación de 18 días. Los resultados se mostraron constantes en ambas cepas y el control 
(-). Sin embargo, el consorcio mantuvo el valor más bajo 4,12 g/L en comparación con A. 
ferrooxidans ATCC 23270 que obtuvo un valor de 4,47 g/L y el control (-) con un valor de 
5,0 g/L de Fe+2 en el día 18 de evaluación.  
 
Es de gran importancia la oxidación de hierro durante el proceso de lixiviación, ya que se 
ha comprobado que el hierro férrico es el mayor agente oxidante para la disolución de 
calcopirita43. Es un potente oxidante que juega un importante papel en biolixiviación como 
un mecanismo de biolixiviación indirecta. Se sabe que los iones metálicos se solubilizan a 
partir del sulfuro mineral por las células de A. ferrooxidans (por un mecanismo de 
biolixiviación directa) o indirectamente por el ion férrico producido por las células A. 
ferrooxidans (por un mecanismo de biolixiviación indirecta)41. 
Durante este periodo de evaluación no se observó una tendencia decreciente como con las 
pruebas previas a la biolixiviación en medio 9K-Fe. En las pruebas de biolixiviación, un 
factor influyente en los cambios de valores del ión Fe+2 fue el mineral (calcopirita) 
93 
 
empleado, debido a su refractariedad a temperatura ambiente8, dificultó la rápida y 
constante biooxidación del ión Fe+2 durante el proceso de biolixiviación.  Por otro lado, el 
exceso de iones de hierro tuvieron un efecto negativo en la tasa de disolución de cobre, 
especialmente en el control negativo y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
23270. Hubo también formación gradual de jarosita, la cual restringió levemente la 
lixiviación del mineral90. 
 
En la Figura Nº 28, se muestra la comparación entre grupos: Consorcio, A. 
ferrooxidans ATCC 23270 y control negativo en la biooxidación del ión Fe+2 




















































Prueba de Tukey: (a,b) 
 
Fig Nº 28. Evaluación de la concentración de Fe+2 (g/L) durante el proceso de 
biolixiviación en 18 días.  
La figura Nº 28 muestra la prueba de Tukey, la que indica la presencia de dos grupos (a, b)  
siendo el grupo control el que mantuvo mayor concentración de Fe+2 4,61 g/L (b) siendo 
constante esta concentración hasta los 18 días de evaluación, mientras que la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 23270 presentó menor concentración de Fe+2 4,06 g/L (a) en 
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comparación con el consorcio que presentó un valor intermedio en la concentración de Fe+2 
4,32 g/L (ab). 
 
4.6.2 Crecimiento microbiano de consorcio nativo aislado de calcopirita y A. 
ferrooxidans durante biolixiviación 
 
Para la determinación del crecimiento microbiano del cultivo conformado por el 
consorcio (Figura Nº 29) y el cultivo conformado por la cepa Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 23270 (Figura Nº 30), se realizó el conteo de microorganismos 
presentes con cámara de Neubauer cada 24 horas durante 18 días de evaluación en 
el proceso de biolixiviación. 























Fig Nº 29. Crecimiento microbiano del consorcio nativo durante el proceso de 
biolixiviación 
 
La Figura Nº 29, muestra el crecimiento microbiano del consorcio nativo aislado de 
calcopirita cultivado en medio 9K-Fe + 10% de calcopirita a pH 2, temperatura ambiente 
(21ºC) y agitación a 120 rpm/min, mostró una biomasa de 1,65 x 108 cél/ml a los 18 días de 
evaluación, siendo este el mayor crecimiento durante el proceso, dicho crecimiento está 
descrito por un modelo de crecimiento exponencial. Se puede observar una gran respuesta 
por parte del consorcio, ya que su crecimiento fue óptimo con el mineral. 
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Fig Nº 30. Crecimiento microbiano de A. ferrooxidans ATCC 23270 durante el proceso de 
biolixiviación. 
 
La Figura Nº 30, muestra el crecimiento microbiano de la cepa A. ferrooxidans ATCC 
23270 cultivado en medio 9K-Fe + 10% de calcopirita a pH 2, temperatura ambiente 
(21ºC) y agitación a 120 rpm/min, este cultivo mostró una biomasa de 2,11 x 107 cél/ml a 
los 15 días de cultivo, pero se ve un decrecimiento hacia el día 18 donde se obtuvo 1,64 x 
107 cél/ml, dicho crecimiento está descrito por un modelo de crecimiento exponencial. 
Asimismo se puede apreciar gran diferencia en comparación con el cultivo de la cepa en 
medio puro 9K-Fe, siendo en este caso el mineral el que podría causar algún tipo de 
inhibición. 
 
La Figura Nº 31, muestra la comparación del crecimiento bacteriano del consorcio 
y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270, desde el día 0 al día 18 del 




























Fig Nº 31. Crecimiento microbiano del consorcio nativo y la cepa A. ferrooxidans ATCC 
23270 durante el proceso de biolixiviación en 18 días de evaluación. 
 
La figura Nº 31, muestra el crecimiento microbiano (cél/ml) durante el proceso de 
biolixiviación, donde se observa la comparación del consorcio y A. ferrooxidans ATCC 
23270, donde el consorcio obtuvo una biomasa de 1,65 x108 cél/ml hasta el día 18, y fue 
mayor en comparación con A. ferrooxidans ATCC 23270 que solo obtuvo una biomasa de 
1,64 x 107 cél/ml hasta el día 18.  
 
En la fase lag de crecimiento bacteriano, los sulfuros de cobre son oxidados por Fe+3. 
Luego de la fase lag, las bacterias se adaptan al mineral y se multiplican rápidamente. A. 
ferrooxidans en conjunto con Fe+3 facilitan la disolución de sulfuros de cobre. Asimismo, 
se observó que la densidad bacteriana fue mayor a partir del día 11, con lo cual en este 
periodo de tiempo se obtuvo una mayor tasa de lixiviación del sulfuro de cobre empleado 




La Figura Nº 32, muestra la comparación del crecimiento microbiano entre el 










































Fig Nº 32. Comparación del crecimiento microbiano (cél/ml) de Consorcio y A. 
ferrooxidans ATCC 23270.  
 
La figura Nº 32, muestra la diferencia en el crecimiento de la biomasa entre ambas especies 
bacterianas, siendo el consorcio la que obtuvo mayor crecimiento con un valor de 3,7199 x 
107 cél/ml con respecto a la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 que obtuvo un crecimiento 
final de 1,2293 x 107 cél/ml. 
 
La densidad de pulpa del mineral utilizado tiene efectos significativos en el crecimiento y 
actividad de los microorganismos, se ha comprobado que a concentraciones mayores de 
10% de pulpa, los microorganismos tienen bajas concentraciones de biomasa en la fase 
exponencial. Asimismo se comprobó que a una densidad de 10% de pulpa, la tasa de 
crecimiento es más constante durante el periodo de biolixiviación.42 Además, los iones 
metálicos aumentan con una mayor densidad de pulpa, y estos inhiben el crecimiento y la 
actividad de los microorganismos44,45. El azufre elemental y el hierro ferroso producido por 
la calcopirita en disolución proveen fuentes de energía y algunos nutrientes para los 
microorganismos46,47.  
 
En 2013, se realizó una investigación sobre el efecto bacteriano en la oxidación de 
calcopirita, donde se empleó una cepa de Acidithiobacillus ferrooxidans, la cual promovió 
de manera positiva a la oxidación de este mineral. Por otro lado, en este mismo estudio se 
observó el comportamiento del crecimiento bacteriano durante el proceso de biolixiviación 
de calcopirita, el cual consta de tres etapas, la primera, en la cual las bacterias se adhieren a 
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la superficie de la calcopirita, disminuyendo en los primeros días las bacterias en 
suspensión, la segunda, donde las bacterias en suspensión aumentan con el tiempo y en la 
última etapa el número de bacterias en suspensión vuelve a decrecer. También se pudo 
observar que las concentraciones de iones de hierro aumentaron con el tiempo35.Otro factor 
influyente en la etapa de biolixiviación es el cambio de pH del medio producido por la 
capacidad amortiguadora del mineral, con lo cual tiende a incrementar y no permite un 
adecuado entorno para los microorganismos presentes en cada cultivo, los cuales crecen a 
pH de 2 a 2,5.49 
 
 
4.6.3 Monitoreo de pH del consorcio y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 durante 
el proceso de biolixiviación  
 
El monitoreo de pH de los cultivos del consorcio, la cepa Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo se realizó cada 24 horas, 
empleando las muestra de cada cultivo previamente filtradas. Con los datos 
obtenidos, se realizó una comparación del pH de los tres cultivos con respecto al 
tiempo (Figura Nº 33) desde el día 0 al día 18 de evaluación. 












Fig Nº 33. Comparación en el pH del consorcio nativo y la cepa A. ferrooxidans ATCC 




La figura Nº 33, nos muestra la variación de pH con respecto al tiempo en el proceso de 
biolixiviación de calcopirita a temperatura ambiente (21ºC) y en agitación constante a 120 
rpm/min. En el consorcio se observa un incremento en el pH a partir del día 1 aumentó a un 
valor de 2.5  hasta el día 7, luego aumentó a un máximo de 3.5 hasta el día 11 y descendió 
a 2.5  hasta el día 18. En la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270, se observa un incremento 
desde el día 1, incrementó a 2.5, luego subió a un máximo de 3.5 hasta el día 11 y 
descendió a un valor de 3 al día 18. Finalmente el control (-) mostró un incremento a partir 
del día 1, aumentó hasta un valor de 3, y obtuvo un máximo valor de 5, volviéndose 
constante hasta el día 18. El consorcio fue el que obtuvo un decrecimiento de los valores de 
pH del día 15 al día 18, con respecto a la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270, este valor 
también evidenció una mayor disolución de cobre en este periodo. El pH también 
incrementa como resultado de la oxidación del hierro ferroso, luego de este periodo el pH 
decrece progresivamente como resultado de la hidrólisis del hierro y la consecuente 
precipitación de compuestos de hierro89.   Los resultados no tuvieron diferencias 
significativas en todos los puntos, por lo cual no se muestran en el gráfico. 
 
El cultivo con el consorcio mostró en general los valores más bajos de pH en comparación 
con la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo el cual disparó sus valores a 
5 hasta el final del ensayo. Asimismo el consorcio fue el que mostró una mayor capacidad 
en la disolución de calcopirita y recuperó un mayor porcentaje de Cobre total en el medio. 
 
El pH suele incrementarse debido a que el ión Fe+2 alcanza su máximo valor durante el 
periodo de lixiviación31. El incremento de pH disminuye la capacidad de oxidación de los 
microorganismos de reducir la liberación de hierro férrico de calcopirita. Como resultado, 
la concentración de hierro férrico se mantiene muy baja hasta el final, lo que dificulta la 
disolución de la calcopirita51. El mineral por su naturaleza presenta un alto contenido de 
carbonatos, por lo cual el pH se ve afectado por su capacidad de amortiguación, con la cual 
tiende a incrementar49. Los valores de pH incrementan durante la lixiviación de calcopirita, 
representando un efecto neto de consumo de ácido, oxidación de hierro, precipitación de 










4.6.4 Determinación de Cobre y Hierro total durante Biolixiviación 
 
Durante el proceso de biolixiviación se observaron los cambios físicos de los 
cultivos de Consorcio, A. ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo 
respectivo (Figura Nº 34) en las condiciones de agitación a 120 rpm/min, 




Fig Nº 34. Evaluación de matraces en biolixiviación con 10% de calcopirita al día 1.  
 
En la Figura Nº 34 se observa una ligera oxidación en el medio en los matraces del 
consorcio aislado de calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 con respecto al control (-), 
que mantiene un color traslúcido. 
 
Para la determinación de Cobre y Hierro total durante el proceso de biolixiviación, 
se sacaron muestras tanto del consorcio aislado de calcopirita, de la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo, estas alícuotas de cada cultivo se 
filtraron previamente (Figura Nº 35) y se llevaron a analizar por el método de 



















Fig Nº 35. Muestras filtradas para análisis de Cu y Fe total de las pruebas de 
biolixiviación del consorcio nativo de calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 y 
control (-) en el día 0. A: Filtración de muestras. B: Izquierda: Control (-), centro: A. 
ferrooxidans ATCC23270, derecha: Consorcio nativo de calcopirita. Las tres muestras al 
día 0, no mostraron cambios en el medio. 
 
En la Figura Nº 35, los cultivos a analizar debieron ser filtrados previamente por gravedad 
con papel filtro para eliminar residuos de mineral en el medio, ya que esto podría influir en 


















4.6.4.1 Determinación de Cobre total durante biolixiviación 
 
A continuación en la tabla Nº 14, se muestra la comparación entre los tres grupos de estudio: Consorcio, Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
23270 y control negativo a los 18 días de evaluación en la determinación de Cobre total durante el proceso de biolixiviación. 
 
Tabla Nº 14. Concentración de Cu total (mg/L) durante el proceso de biolixiviación 
 
La Tabla Nº 14 muestra los promedios y desviaciones estándar de la concentración de Cobre total por efecto de la biolixiviación de Cobre a partir de 
calcopirita mediante el uso del consorcio nativo aislado y A. ferrooxidans ATCC 23270 desde el día 0 hasta el día 18 de evaluación, en matraces agitados a 
120 rpm/min y a temperatura ambiente (21ºC), calculados por el método de absorción atómica en solución ácida. 
 
 
GRUPOS Concentración de Cu total (mg/L) 
 0 días 2 día 4 día 7 día 9 día 11 día 15 día 16 día 18 día 








49,75 ± 0,85 107,90 ± 5,60 99,65 ± 5,45 93,45 ± 9,35 156,75 ± 4,25 194,00 ± 0,50 575,40 ± 17,00  607,20 ± 30,40 622,80 ± 34,80 
CONTROL (-) 16,75  ± 1,10 17,80 ± 1,31 15,70 ± 0,93 12,70 ± 1,03 10,60 ± 0,80 10,10 ± 3,15 1,80 ± 0,27 1,37 ± 0,04 0,61 ± 0,25 
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En la tabla Nº 15, se muestra la comparación de los parámetros de tiempo y efecto 
bacteriano en la evaluación de recuperación de Cobre total en el proceso de 
biolixiviación. 
 
Tabla Nº 15. Efecto del tiempo y acción bacteriana en la concentración de Cobre total 
producido en el proceso de biolixiviación de Cobre a partir de calcopirita 
 
La tabla Nº 15, muestra la prueba de comparación de ANOVA de medidas repetidas para 
evaluar el cambio en la concentración de Cobre total en relación al tiempo, la acción 
bacteriana y la interacción entre ambos. El estadístico de Fisher presenta un valor de F= 
130,020, el cual indica que existe cambio altamente significativo en la concentración de 
cobre total por efecto del tiempo durante los 18 días de evaluación, además se muestra un 
valor de F= 90,583, el cual indica un cambio altamente significativo en la concentración de 
cobre total por efecto de la acción bacteriana durante los 18 días de evaluación, y un valor 
de F= 74,848, el cual indica un cambio altamente significativo en la concentración de cobre 
total por efecto de la interacción del tiempo y la acción bacteriana hasta los 18 días de 
evaluación en el proceso de biolixiviación de cobre a partir de calcopirita. 
 
En la Figura Nº 36 se muestra la comparación entre los grupos conformados por el 
consorcio, la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 y el control 
negativo en la recuperación de Cobre total (mg/L) mediante la prueba de Tukey 
durante el proceso de biolixiviación. 



















17460639,801 16 1091289,988 74,848 0,000…(P<0,01) 




                 Tukey (a,b,c) 
Fig Nº 36: Evaluación de la concentración de Cobre total en el proceso de biolixiviación de 
cobre a partir de calcopirita durante 18 días. 
En la Figura Nº 36, se muestra la prueba de Tukey, la que indica la presencia de tres grupos 
(a, b, c)  siendo la prueba con el consorcio nativo la que mostró una mayor concentración 
de cobre total con un valor de 880,06 mg/L (c), mientras que la prueba con la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 23270 presentó un valor de 278,54 mg/L (b), siendo el grupo control el 
que mostró la menor concentración de cobre total 9,71 mg/L (a) en comparación a las dos 
cepas de estudio. 
En la Tabla Nº 16 se muestran los valores de recuperación de Cobre total (% Cu) 
durante los 18 días del proceso de biolixiviación:  
Tabla Nº 16. Recuperación de cobre total durante biolixiviación 
Día Consorcio 
(% Cu total) 
A. ferrooxidans ATCC 
23270 
(% Cu total) 
0 0,3641 0,2454 
2 0,4736 0,5323 
4 0,4568 0,4916 
7 0,4938 0,4610 
9 0,9114 0,7733 
11 1,0915 0,9571 
15 10,3799 2,8387 
16 11,4850 2,9956 




La tabla Nº 16, nos muestra los porcentajes de recuperación de cobre comparando el 
consorcio nativo aislado de calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 durante el proceso 
de biolixiviación, se puede observar que a partir del día 15 ambas cepas recuperan gran 
porcentaje de Cobre total, siendo el consorcio el que obtuvo la mayor recuperación de 
cobre con respecto a la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270.  
 
La disolución de cobre fue inicialmente baja, pero a partir del día 11 los valores se 
dispararon. La extracción de cobre aumentó con el incremento en la concentración 
inicial de hierro ferroso. Estos resultados muestran que la acción oxidante de Fe+3 
juega un papel importante en la biolixiviación de sulfuros de cobre (calcopirita)90. 
 
Al día 15 del proceso de biolixiviación (Figura Nº 37), se evidenció un gran cambio 
en la coloración del medio de los cultivos de Consorcio y Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 23270. 
 
 
Fig Nº 37.  Cultivos de consorcio y cepa Acidithiobacillus ferrooxidans en el proceso de 
biolixiviación al día 15. A: A. ferrooxidans ATCC 23270, B: Consorcio nativo aislado de 
calcopirita. Se puede observar que al día 15, el color del medio en el consorcio cambió de 
traslúcido a celeste, lo cual evidencia presencia de cobre disuelto. En el cultivo con A. 
ferrooxidans ATCC 23270, la coloración celeste del medio es muy baja, pero si se 




La Figura Nº 38 muestra el cambio del medio de los cultivos de consorcio, 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo al día 18 de 




Fig Nº 38.  Cultivos de consorcio y cepa Acidithiobacillus ferrooxidans en el proceso de 
biolixiviación al día 18. A: Control (-) B: A. ferrooxidans ATCC 23270, C: Consorcio 
nativo aislado de calcopirita. Se puede observar que al día 18, el color del medio en el 
consorcio se mantiene de intenso color celeste, así como en el caso de A. ferrooxidans 
ATCC 23270, que a este día presentó coloración celeste en el medio no tan intensa. En 
ambos casos se evidencia presencia de cobre disuelto. El control negativo se mantiene 
traslúcido, en los tres casos se observa precipitación de hierro en los matraces. 
 
En la Figura Nº 39, se muestra la curva de recuperación de Cobre total (% Cu) del 
consorcio en comparación con la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
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Fig Nº 39. Comparación en la recuperación de cobre total (% Cu) entre el cultivo líquido 
del consorcio nativo y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 durante 18 días de evaluación 
en el proceso de biolixiviación. 
 
La figura Nº 39 nos muestra la concentración de Cu total (%) durante el proceso de 
biolixiviación de Cobre y Hierro a partir de calcopirita durante un tiempo de evaluación de 
18 días, se puede observar que el consorcio obtuvo un mayor valor de Cu (13,42%) con 
respecto a la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270, que sólo recuperó (3,07% de Cu). 
 
Esta diferencia podría deberse a que las células en consorcio no oxidan únicamente Hierro, 
sino que también pueden consumir azufre liberado del mineral. Esto se evidencia con un 
trabajo realizado en 2005, donde se compararon dos cultivos en la biolixiviación de 
calcopirita, un cultivo puro conformado por Acidithiobacillus ferrooxidans y un cultivo 
mixto conformado por Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans, los 
resultados mostraron que el cultivo mixto logró recuperar un mayor porcentaje de cobre en 
comparación con el cultivo puro, debido al gran potencial de la cepa de Acidithiobacillus 
thiooxidans en el cultivo mixto de lixiviar calcopirita, debido a la disminución de 
producción de jarosita en el medio y una gran solubilización de cobre mediante la acción 
del ión férrico31. Por otro lado en 2008, se realizó una investigación en biolixiviación de 
calcopirita usando nuevamente un cultivo puro de Acidithiobacillus ferrooxidans y un 
cultivo mixto de Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans y 
Leptospirillum spp., los resultados mostraron que los cultivos mixtos son más eficientes 
que los cultivos puros, debido a la presencia de las cepas sulfuro-oxidantes que 
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incrementan positivamente la tasa de disolución y la recuperación de cobre. En este caso, la 
extracción de cobre alcanzó 46,27% en el cultivo mixto y 30,37% en cultivo puro de A. 
ferrooxidans luego de un tiempo de 75 días33. 
 
Con respecto al proceso de biolixiviación podría decirse que el consorcio aislado de 
mineral obtuvo una mayor recuperación de Cu total con respecto a la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 23270, debido a que está conformado por bacterias hierro 
oxidantes y podrían también estar presentes bacterias azufre oxidantes, las cuales 
pueden haber contribuido a la producción de ácido sulfúrico al medio33, lo cual a su 
vez disminuyó la precipitación de compuestos de hierro, como la jarosita.  
 
Otro factor importante es la adaptación del medio donde está la calcopirita, las 
bacterias adaptadas tienen un periodo de latencia más bajo que las bacterias no 
adaptadas. Las cepas de A. ferrooxidans adaptadas se podrían unir más fácilmente a 
la superficie del mineral debido a la mayor cantidad de proteínas en la superficie 
celular en relación con la interacción específica con mineral. Las bacterias 
adaptadas pueden oxidar más fácilmente la capa de azufre elemental y liberar más 
iones ferrosos. De este modo aumentan las tasas de biolixiviación. Además, las 
bacterias adaptadas muestran mayor tolerancia al estrés debido a la fuerte pared 
celular que podría mantener una mayor actividad oxidante a alta densidad de la 
pulpa.34 
Generalmente, la concentración celular, como el inóculo bacteriano incrementa, y 
con esto más células bacterianas son adsorbidas en la superficie del mineral. La tasa 
de disolución rápida depende de la adsorción de un gran número de bacterias en la 
superficie del sulfuro mineral. Lo que resulta en la liberación de Fe+2 a través de la 
biolixiviación por "contacto" 53. 
Los oxidantes de hierro son en realidad los responsables primarios de promover la 
disolución del mineral sulfurado. Por lo tanto, sólo pequeñas cantidades de cobre se 





En la Tabla Nº 17, se muestra la comparación estadística de los datos del consorcio 
y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 en la recuperación de Cobre 
total (% Cu) en el proceso de biolixiviación, mientras que la Figura Nº 40 muestra 
la comparación en el porcentaje de recuperación de Cobre (% Cu) entre el 
consorcio y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270. 
 
Tabla Nº 17. Comparación de la recuperación de Cobre total por efecto de un 
consorcio bacteriano y A. ferrooxidans ATCC 23270 hasta 18 días de evaluación. 
 
TRATAMIENTOS RECUPERACIÓN 












3,07 ± 0,17 
 
En la tabla Nº 17, se muestran los promedios y desviaciones estándar del porcentaje de 
recuperación de Cu total para el consorcio bacteriano y la cepa bacteriana A. ferrooxidans 
ATCC 23270 hasta los 18 días de cultivo, además se muestra la prueba estadística de t de 
Student la misma que indica que existen diferencias altamente significativas A.S. (P<0,01) 
en el porcentaje de Cu total recuperado a partir de calcopirita entre un consorcio bacteriano 
y la cepa bacteriana A. ferrooxidans ATCC, siendo mayor el porcentaje de Cu total 
recuperado por el consorcio bacteriano con 13,42 % en comparación a la cepa bacteriana 












































Fig Nº 40. Porcentaje de recuperación de Cu total por efecto de un consorcio bacteriano 
nativo y A. ferrooxidans ATCC 23270 hasta 18 días de evaluación.  
 
La figura Nº 40 muestra la diferencia del porcentaje de recuperación de Cu total a partir de 
calcopirita, siendo el consorcio bacteriano aislado el que obtuvo una mayor recuperación 
de Cu total con un valor de 13,42%, mientras que la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 















4.6.4.2 Determinación de Hierro total durante biolixiviación 
 
A continuación en la tabla Nº 18, se muestra la comparación entre los tres grupos de estudio: Consorcio, Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 
23270 y control negativo a los 18 días de evaluación en la determinación de Hierro total durante el proceso de biolixiviación. 
  
Tabla Nº 18. Concentración de Fe total (mg/L) durante el proceso de biolixiviación 
 
 
La Tabla Nº 18, muestra los promedios y desviaciones estándar de la concentración de Hierro total por efecto de la biolixiviación de hierro a partir de 
calcopirita mediante el uso del consorcio nativo aislado y A. ferrooxidans ATCC 23270 desde el día 0 hasta el día 18 de evaluación, en matraces agitados a 
120 rpm/min y a temperatura ambiente (21ºC), calculados por el método de absorción atómica en solución ácida. 
 
 
GRUPOS Concentración de Fe total (mg/L) 
 0 días 1 día 2 día 3 día 4 día 8 día 9 día 10 día 11 día 








6882,00  542,00 6612,00  12,00 6616,00  24,00 6548,00  164,00 6632,00  72,00 5708,00  468,00 5816,00  72,00 6104,00  24,00 6144,00  40,00 
CONTROL (-) 6796,00  8,04 6560,00  18,02 7032,00  11,78 6768,00  18,027 6768,00  23,06 6960,00  32,51 6184,00  22,60 6712,00  14,42 6552,00  14,00 
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En la Tabla Nº 19, se muestra la comparación de los parámetros de tiempo y efecto 
bacteriano en la evaluación de recuperación de Hierro total en el proceso de 
biolixiviación. 
 
Tabla Nº 19. Efecto del tiempo y acción bacteriana en la concentración de Hierro 
total producido en el proceso de biolixiviación de hierro a partir de calcopirita 



















4750336,000 16 296896,000 8,286 0,000…(P<0,01) 
Error 1719857,222 48 35830,359   
 
La tabla Nº 19, muestra la prueba de comparación de medidas repetidas para evaluar el 
cambio en la concentración de Hierro total en relación al tiempo, la acción bacteriana y la 
interacción entre ambos. El estadístico de Fisher presenta un valor de F= 34,234, el cual 
indica que existe cambio altamente significativo en la concentración de hierro total por 
efecto del tiempo durante los 18 días de evaluación, además se muestra un valor de F= 5,433, 
el cual indica un cambio altamente significativo en la concentración de hierro total por efecto 
de la acción bacteriana durante los 18 días de evaluación, y un valor de F= 8,286, el cual 
indica un cambio altamente significativo en la concentración de hierro total por efecto de la 
interacción del tiempo y la acción bacteriana hasta los 18 días de evaluación en el proceso de 
biolixiviación de hierro a partir de calcopirita. 
 
 
En la Figura Nº 41 se muestra la comparación entre los grupos conformados por el 
consorcio, la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 y el control negativo 
en la recuperación de Hierro total (mg/L) mediante la prueba de Tukey durante el 






 Tukey (a,b) 
Fig Nº 41. Evaluación de la concentración de Hierro total en el proceso de biolixiviación de 
hierro a partir de calcopirita durante 18 días. 
La Figura Nº 41, muestra la prueba de Tukey, la cual indica la presencia de dos grupos (a, b), 
siendo el control el que mostró una mayor concentración de hierro total 6703,56 mg/L (b), 
mientras que la prueba con el consorcio nativo mostró una concentración de hierro total 
6346,22 mg/L (ab), y la prueba con la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 presentó un valor 
de hierro total de 6340,22 mg/L (a). 
El hierro es una fuente de energía de A. ferrooxidans que juega un papel muy importante en 
la extracción de cobre90. Al ser parte del metabolismo bacteriano, los valores de los ensayos 
usando las cepas bacterianas disminuyen con respecto al tiempo debido a la oxidación del 
hierro. En el proceso de la oxidación del sulfuro metálico por Fe+3, se generan Fe+2 y azufre 







5 CONCLUSIONES  
 
PRIMERA: Se aisló y cultivó un consorcio nativo presente en una muestra 
de Calcopirita de alta ley proveniente de la minera “La Verde” en la zona de 
Acarí, distrito de Caravelí – Arequipa, en el cual los microorganismos 
conformantes mostraron un carácter acidófilo, mesófilo y metabolismo 
quimiolitótrofo con la finalidad de compararlos con una cepa comercial 
Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 en la biolixiviación de cobre. 
 
SEGUNDA: Los microorganismos aislados se caracterizaron 
microbiológicamente mediante tinción de Gram, la cual indicó que son de 
tipo Gramnegativos, de tamaño pequeño y de múltiples formas. Asimismo se 
utilizó microscopía confocal de fluorescencia para determinar el tamaño de 
los microorganismos presentes en el consorcio, mediante la cual se determinó 
la presencia del género Acidithiobacillus, basados en el tamaño y la forma de 
las células observadas, así como también se basó en el comportamiento de los 
microorganismos en la oxidación de Hierro y condiciones de cultivo 
empleadas. 
 
TERCERA: Se realizó una caracterización molecular mediante la 
amplificación del gen 16S rRNA mediante el uso de primers universales de 
bacteria, con los cuales se determinó que en el consorcio existen 
microorganismos cercanos al género Acidithiobacillus, más no pudo 
determinarse la especie, debido a que los microorganismos del consorcio no 
se aislaron. 
 
CUARTA: Se realizó la construcción de la cinética de crecimiento antes y 
durante el proceso de biolixiviación en la cual se utilizó como sustrato 10% 
de Calcopirita a tamaño de partícula ~75µm, en condiciones de temperatura 
ambiente (21ºC), pH 2 y agitación constante a 120 rpm/min durante un 




QUINTA: Se comparó el comportamiento del consorcio aislado de 
calcopirita y la cepa Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 durante la 
biolixiviación de Cobre a partir de calcopirita, en la cual se obtuvo una 
recuperación de cobre de 66,20 % por parte del consorcio y una recuperación 
de cobre de 15,16 % por parte de la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 a los 
18 días de evaluación. Se puede concluir que el consorcio nativo aislado del 
mineral de calcopirita fue el que recuperó mayor porcentaje de cobre con 
respecto a la cepa A. ferrooxidans debido a que está conformado por varios 
microorganismos, entre ellos se sospecha de microorganismos oxidantes de 
azufre, los cuales facilitaron la acidificación del medio y permitieron una 
mayor disolución del mineral en conjunto con las bacterias hierro oxidantes, 
juntos soportaron mejor las condiciones y contribuyeron a una mejor 








PRIMERA: Emplear el consorcio aislado de calcopirita aprovechando su 
capacidad de recuperar cobre en intervalos cortos de tiempo, y las poco 
exigentes condiciones de cultivo para lixiviar minerales de baja ley y desechos 
electrónicos. 
 
SEGUNDA: Aislar los microorganismos obtenidos presentes en el consorcio 
provenientes de la calcopirita empleada, mediante el uso de métodos de 
biología molecular, para lo cual se recomienda realizar una Electroforesis en 
gel con gradiente denaturante (DDGE), para poder determinar los géneros y 
especies presentes. Posteriormente secuenciar los microorganismos e 
identificarlos. 
 
TERCERA: Optimizar las condiciones de cultivo como la temperatura, 
mantener el pH mediante adición de ácido durante todo el proceso de 
biolixiviación, probar con diferentes tamaños de partícula del mineral, y formar 
consorcios con los microorganismos aislados ya identificados para obtener una 
óptima recuperación de cobre total en un menor intervalo de tiempo. 
 
CUARTA: Conocer mejor los microorganismos nativos en nuestro entorno, 
para así darle un adecuado uso en la minería convencional, y con el tiempo 
incrementar el porcentaje del uso de la biolixiviación en la mayoría de mineras 
del Perú, reduciendo costos de operación, y reduciendo también los 
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Datos de pruebas de determinación de Cobre y Hierro total de las 
muestras de Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270, consorcio nativo 


































Evaluación y Registro de datos obtenidos 
Tabla A. Reactivación del consorcio aislado de calcopirita en medio líquido 
9K-Fe 
DÍA CONTEO CELULAR (cél/ml) 
1 2 3 
0 4,2 x 106 3,7 x 106 3,8 x 106 
1 6,6 x 106 5,9 x 106 7,0 x 106 
2 1,3 x 107 1,1 x 107 9,2 x 106 
3 1,7 x 107 2,2 x 107 1,7 x 107 
4 4,5 x 107 4,5 x 107 3,4 x 107 
7 7,1 x 107 6,7 x 107 6,4 x 107 
8 1,0 x 108 7,5 x 107 8,5 x 107 
9 6,9 x 107 8,2 x 107 9,8 x 107 
10 1,5 x 108 1,3 x 108 1,4 x 108 
16 1,9 x 108 1,7 x 108 1,7 x 108 
 
 














DÍA CONTEO CELULAR (cél/ml) 
1 2 3 
0 2,7 x 106 2,5 x 106 2,5 x 106 
1 7,1 x 106 6,8 x 106 6,7 x 106 
2 1,8 x 107 2,1 x 107 1,7 x 107 
3 2,6 x 107 2,0 x 107 1,9 x 107 
6 5,8 x 107 5,3 x 107 5,8 x 107 
7 3,9 x 107 3,7 x 107 4,1 x 107 
8 1,0 x 108 1,0 x 108 1,1 x 108 
9 1,3 x 108 1,3 x 108 1,3 x 108 
10 2,9 x 108 2,9 x 108 2,9 x 108 
 
 
Tabla C. Crecimiento microbiano en nuevo cultivo del consorcio nativo aislado 
de calcopirita en medio 9K-Fe para la evaluación de la biooxidación de Fe+2 
Día Consorcio (cel/ml) 
0 4,5 x 106 4,2 x 106 4,6 x 106 
1 8,9 x 106 7,8 x 106 8,6 x 106 
2 2,0 x 107 2,2 x 107 2,0 x 107 
4 2,7 x 107 2,6 x 107 2,4 x 107 
5 6,5 x 107 6,5 x 107 5,3 x 107 
7 8,5 x 107 8,9 x 107 9,1 x 107 
8 9,3 x 107 9,0 x 107 9,5 x 107 
11 1,9 x 108 1,8 x 108 1,9 x 108 
 
Tabla D. Crecimiento microbiano en nuevo cultivo de la cepa A. ferrooxidans 
ATCC 23270 en medio 9K-Fe para la evaluación de la biooxidación de Fe+2 
Día 
A. ferrooxidans ATCC 23270 
(cel/ml) 
0 2,7 x 106 2,5 x 106 2,6 x 106 
1 7,1 x 106 6,8 x 106 6,7 x 106 
2 1,9 x 107 2,1 x 107 1,7 x 107 
4 2,6 x 107 2,0 x 107 1,9 x 107 
5 5,8 x 107 5,3 x 107 5,8 x 107 
7 1,0 x 108 1,0 x 108 1,1 x 108 
8 1,3 x 108 1,3 x 108 1,3 x 108 
11 2,9 x 108 2,9 x 108 2,8 x 108 
 
Tabla E. Concentración de Fe+2 durante biooxidación de Hierro del 
consorcio en medio 9K-Fe 
Día 
Concentración de Fe+2 (g/L) 
Consorcio C (-) 
0 6,31 6,16 
1 5,86 6,16 
2 5,46 6,15 
4 3,72 6,15 
5 3,28 6,16 
6 1,84 6,17 
7 0,89 6,03 





Tabla F. Concentración de Fe+2 durante biooxidación de Hierro de la cepa 
A. ferrooxidans ATCC 23270 en medio 9K-Fe 
Día 
Concentración de Fe+2 (g/L) 
A. ferrooxidans 
ATCC 23270 C (-) 
0 6,16 6,16 
1 5,76 6,16 
2 5,46 6,16 
3 5,26 6,16 
6 4,47 6,16 
7 3,97 6,16 
8 3,57 6,06 
 
Tabla G. Comparación la biooxidación de Fe+2 (g/L) entre consorcio nativo aislado de 
calcopirita y la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 durante el proceso de biolixiviación 
Día Biooxidación de Fe+2 (concentración g/L) 
Consorcio A. ferrooxidans ATCC 23270 Control (-) 
0 5,26 6,26 5,76 4,67 5,46 5,06 5,90 5,90 5,90 
1 4,27 4,57 4,42 3,67 4,07 3,87 4,57 4,57 4,57 
2 4,07 4,37 4,22 4,07 3,87 3,97 4,27 4,27 4,27 
3 4,27 4,87 4,57 4,17 4,17 4,17 4,27 4,27 4,27 
4 3,87 4,77 4,32 2,68 2,88 2,78 4,23 4,23 4,23 
8 3,57 4,17 3,87 3,97 4,17 4,07 4,77 4,77 4,77 
9 4,17 4,67 4,42 3,87 3,92 3,90 4,30 4,30 4,30 
10 4,17 4,57 4,37 4,07 4,07 4,07 4,13 4,13 4,13 
11 4,57 4,47 4,52 4,37 4,17 4,27 4,47 4,47 4,47 
15 3,18 3,28 3,23 3,28 3,87 3,57 4,27 4,27 4,27 
16 3,77 4,37 4,07 4,27 4,77 4,52 5,13 5,13 5,13 
18 3,97 4,27 4,12 4,47 4,47 4,47 5,00 5,00 5,00 
 
Tabla H. DHS de Tukey  
GRUPO N Subconjunto 
  1 2 1 
ATCC 3 4,0603  
CONSORCIO 3 4,3242 4,3242 
CONTROL 3  4,6092 




Tabla I. Estadísticos descriptivos de la biooxidación de Hierro del consorcio nativo, A. 
ferrooxidans ATCC 23270 y control negativo 
 





Cu (mg/L) Fe (mg/L) 
M1 M2 M3 M1 M2 M3 
0 16,1 16,1 18,0 6804,5 6795 6788,5 
2 16,9 17,2 19,3 6580 6545 6555 
4 15,4 15,0 16,8 7029 7045 7022 
7 11,9 12,4 13,9 6773 6748 6783 
9 9,7 10,7 11,3 6792 6766 6746 
11 12,1 11,7 6,5 6973 6984 6923 
15 1,5 1,9 2,0 6195 6199 6158 
16 1,4 1,3 1,4 6728 6708 6700 












Intervalo de confianza para la 






CONSORCIO 3 4,3233 0,22502 0,12991 3,7644 4,8823 4,10 4,55 
ATCC 3 4,0600 0,10000 0,05774 3,8116 4,3084 3,96 4,16 
CONTROL 3 4,6100 0,00000 0,00000 4,6100 4,6100 4,61 4,61 
Total 9 4,3311 0,26816 0,08939 4,1250 4,5372 3,96 4,61 
 
 





M1 M2 M3 
Cu 
(mg/L) 
Fe (mg/L) Cu 
(mg/L) 
Fe (mg/L) Cu 
(mg/L) 
Fe (mg/L) 
0 91,2 6420 56,4 7380 73,8 6900 
2 100,8 6552 91,2 6568 96 6560 
4 94,7 6592 90,5 6680 92,6 6636 
7 101,7 6584 98,5 7496 100,1 7040 
9 190 6496 179,5 6992 184,75 6744 
11 229 5984 213,5 6832 221,25 6408 
15 2432 4904 1776 5808 2104 5356 
16 2688 5168 1968 5664 2328 5416 
18 3256 6016 2184 6096 2720 6056 
 
Tabla L. Concentración de Cobre y Hierro total en A. ferrooxidans ATCC 23270 durante 
el proceso de biolixiviación 
 
DÍA 
At. ferrooxidans ATCC 23270  
M1 M2 M3 
Cu (mg/L) Fe (mg/L) Cu (mg/L) Fe (mg/L) Cu (mg/L) Fe (mg/L) 
0 50,6 7424 48,9 6340 49.75 6882 
2 102,3 6600 113,5 6624 107,9 6612 
4 94,2 6592 105,1 6640 99,65 6616 
7 84,1 6384 102,8 6712 93,45 6548 
9 152,5 6704 161 6560 156,75 6632 
11 193,5 5240 194,5 6176 194 5708 
15 592,4 5744 558,4 5888 575,4 5816 
16 637,6 6080 576,8 6128 607,2 6104 













Cu en mineral 
(g/g) 
Cantidad de 




20 200 20,27% 4,054 20270 
 
 
Tabla N. Datos de Hierro en la muestra de calcopirita 
 
 
Tabla O. Crecimiento microbiano del consorcio durante el proceso de biolixiviación 
Consorcio (cel/ml) 
Día M1 M2 M3 
0 3,2 x 106 3,3 x 106 2,8 x 106 2,8 x 106 3,0 x 106 3,1 x 106 
1 8,9 x 106 7,1 x 106 8,4 x 106 8,3 x 106 8,7 x 106 7,7 x 106 
2 9,0 x 106 8,5 x 106 8,6 x 106 9,0 x 106 8,8 x 106 8,8 x 106 
3 3,6 x 107 2,1 x 107 3,9 x 107 3,1 x 107 3,7 x 107 2,6 x 107 
4 2,8 x 107 1,8 x 107 3,9 x 107 4,3 x 107 3,3 x 107 3,1 x 107 
7 2,4 x 107 2,5 x 107 2,3 x 107 2,1 x 107 2,3 x 107 2,3 x 107 
8 1,7 x 107 2,4 x 107 3,2 x 107 3,1 x 107 2,5 x 107 2,7 x 107 
9 2,6 x 107 1,6 x 107 1,7 x 107 1,6 x 107 2,1 x 107 1,6 x 107 
10 1,9 x 107 2,1 x 107 1,4 x 107 1,9 x 107 1,6 x 107 2,1 x 107 
11 9,4 x 106 1,5 x 107 1,9 x 107 1,9 x 107 1,4 x 107 1,7 x 107 
15 1,0 x 108 9,8 x 107 2,9 x 107 3,2 x 107 6,5 x 107 6,5 x 107 
16 9,2 x 107 8,9 x 107 4,5 x 107 4,4 x 107 6,8 x 107 6,6 x 107 
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Tabla P. Crecimiento microbiano de la cepa A. ferrooxidans ATCC 23270 durante el 
proceso de biolixiviación 
A.ferrooxidans ATCC 23270 (cel/ml) 
Día M1 M2 M3 
0 3,0 x 106 3,1 x 106 2,4 x 106 2,8 x 106 2,7 x 106 2,9 x 106 
1 6,5 x 106 8,3 x 106 7,7 x 106 8,1 x 106 7,1 x 106 8,2 x 106 
2 7,8 x 106 6,9 x 106 9,8 x 106 1,1 x 107 8,8 x 106 8,8 x 106 
3 5,0 x 106 8,3 x 106 4,5 x 106 7,8 x 106 4,8 x 106 8,1 x 106 
4 6,4 x 106 9,9 x 106 5,1 x 106 6,1 x 106 5,8 x 106 8,0 x 106 
7 9,5 x 106 1,2 x 107 2,5 x 107 1,6 x 107 1,8 x 107 1,4 x 107 
8 1,6 x 107 2,4 x 107 1,5 x 107 1,3 x 107 1,6 x 107 1,8 x 107 
9 1,7 x 107 2,1 x 107 1,9 x 107 1,4 x 107 1,8 x 107 1,8 x 107 
10 1,1 x 107 1,1 x 107 1,3 x 107 1,3 x 107 1,2 x 107 1,2 x 107 
11 9,8 x 106 1,1 x 107 1,2 x 107 1,2 x 107 1,1 x 107 1,2 x 107 
15 1,9 x 107 2,1 x 107 2,2 x 107 2,2 x 107 2,1 x 107 2,2 x 107 
16 1,9 x 107 1,3 x 107 1,6 x 107 1,4 x 107 1,7 x 107 1,3 x 107 
18 1,4 x 107 1,6 x 107 1,8 x 107 1,6 x 107 1,6 x 107 1,7 x 107 
 
 
Tabla Q. Valores de pH durante tiempo en el proceso de biolixiviación 
Día 
Consorcio A. ferrooxidans ATCC 23270 
 
Control (-) 
 M1 M2  M3  M1  M2  M3  M1  M2  M3  
0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 
1 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 3 3 3 
2 2,5 2,5 2,5 3 3 3 3,5 3,5 3,5 
3 2,5 2,5 2,5 3 3 3 5 5 5 
4 2,5 2,5 2,5 3 3 3 5 5 5 
7 2,5 2,5 2,5 3 3 3 5 5 5 
8 3 3 3 3 3 3 5 5 5 
9 3 3 3 3,5 3,5 3,5 5 5 5 
10 3 3 3 3,5 3,5 3,5 5 5 5 
11 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 5 5 5 
15 2,5 2,5 2,5 3,5 3,5 3,5 5 5 5 
16 3 3 3 3 3 3 5 5 5 










Fig I. Proceso de tamizado del mineral A: Molienda en batán, B: Tamaño de roca 

















 Fig V. Muestra de consorcio fijada con naranja de acridina, observada a 100X 









Fig VII. Pruebas de biooxidación en los cultivos de consorcio aislado de 
calcopirita y A. ferrooxidans ATCC 23270 en 9K-Fe A: Filtración de muestra, B: 
Adición de solución extractiva, C: Adición de difenilamina, D y E: Titulación con 





Fig VIII. Preparación de cultivos al 10% de calcopirita. A: Adición de medio 9K-
Fe a pH 2, B: Adición de cultivo al medio, C: Pesado de mineral (Calcopirita). 
 
 
Fig IX. Cultivos al 10% de calcopirita. A: Muestra de Control (-), B: Cultivo de A. 





Fig X. Medición de pH con tiras reactivas. A: Filtración de muestra con papel filtro, 
B: Medición de pH con tiras reactivas. 
 
 
Fig XI. Preparación de muestras para análisis de Cu y Fe total. A: Filtración de 





Protocolos de extracción y purificación de DNA 
 
POWERSOIL® DNA ISOLATION KIT  
Concentración celular: 
Se realizó una concentración celular con una biomasa entre 108 y 109 a partir 
de un volumen de 10 mL del consorcio aislado de calcopirita en medio 
líquido 9K-Fe.  
*Usando solo agua ácida 
Se concentraron las células con centrifugación a 1000 rpm durante 5 minutos, 
posteriormente el sobrenadante se pasó a otro Eppendorf y se concentró a 
12000 rpm por 10 minutos, el pellet resultante se lavó dos veces con 100 uL 
de agua ácida a pH 2 y se centrifugó a 12000 rpm por 10 minutos. Finalmente 
se descartó el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendió en 250 uL de 
agua ácida a pH 2 y se conservó en refrigeración.  
*Usando shock de pH 
Se concentraron las células con centrifugación a 1000 rpm durante 5 minutos, 
posteriormente el sobrenadante se pasó a otro Eppendorf y se concentró a 
12000 rpm por 10 minutos, el pellet resultante se lavó dos veces con 100 uL 
de agua ácida a pH 2 y se centrifugó a 12000 rpm por 10 minutos, luego se 
descartó el sobrenadante y se añadió 100 uL de buffer fosfato a pH 8 y se 
lavó el pellet 2 veces a 12000 rpm por 10 minutos. Finalmente se descartó el 
sobrenadante y el pellet resultante se resuspendió en 250 uL de agua ácida a 
pH 2 y se conservó en refrigeración.  
 
Protocolo Powersoil MOBIO 
1. Añadir a un tubo de PowerBead 250 uL del pellet resuspendido previamente 
tratado. 
2. Aplicar vortex por unos segundos para mezclar. 
3. Añadir 60 ul de Solution C1 y luego mezclar varias veces por inversión o 
aplicar vortex brevemente. 
4. Asegurar el tubo de PowerBead con cinta al vortex de forma horizontal. 
Aplicar vortex a máxima velocidad por 10 min. 
 
 
5. Llevar el tubo de PowerBead a la centrífuga y centrifugar a 10,000 x g por 
30 segundos a temperatura ambiente. 
6. Transferir el sobrenadante cuidadosamente a un 2 ml Collection Tube 
limpio. (Debe haber entre 400 a 500 ul de sobrenadante) 
7. Añadir 250 ul de Solution C2 y aplicar vortex por 5 segundos, incubar a 4ºC 
por 5 minutos (Poner en el refrigerador o en hielo). 
8. Centrifugar el tubo a temperatura ambiente por 1 minuto a 10,000 x g. 
9. Evitando tocar el pellet, transferir 600 ul de sobrenadante a un 2 ml 
Collection Tube limpio. 
10. Añadir 200 ul de Solution C3 y aplicar vortex brevemente. Incubar a 4ºC por 
5 minutos (Refrigeración). 
11. Centrifugar durante 1 minuto a 10,000 x g. 
12. Evitando tocar el pellet transferir 750 ul de sobrenadante a un 2 ml 
Collection Tube limpio. 
13. Agitar la Solution C4 antes de usar. Añadir 1200 ul de Solution C4 al 
sobrenadante y aplicar vortex por 5 segundos. 
14. Cargar aproximadamente 675 ul a un Spin Filter y centrifugar a 10,000 x g 
por 1 minuto. Descartar el flujo que queda en el fondo del tubo y añadir 675 
ul del sobrenadante (sobrante del paso anterior) al mismo Spin Filter y 
centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto. Cargar el resto de sobrenadante al Spin 
Filter y centrifugar a 10,000 x g por 1 minuto. 
15. Añadir 500 ul de Solution C5 y centrifugar por 30 segundos a 10,000 xg. 
16. Descartar el flujo que queda al fondo de tubo. 
17. Centrifugar nuevamente por 1 minuto a 10,000 x g. 
18. Cuidadosamente transferir el Spin Filter a un 2 ml Collection Tube limpio. 
Evitando salpicar restos de Solution C5 en el Spin Filter (filtro). 
19. Añadir 100 ul de Solution C6 al centro de la membrana del filtro.  
20. Centrifugar por 30 segundos a 10,000 x g. 
21. Descartar el Spin Filter. El DNA quedó en el fondo del tubo.  




Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System 
DNA Purification by Centrifugation: 
Preparación de productos de PCR y fragmento de Gel  
Disolución del fragmento de Gel 
- Pesar un tubo de microcentrífuga, luego visualizar la banda de DNA y cortarla 
con un bisturí, transferir el fragmento al tubo de microcentrífuga ya pesado y 
volver a pesarlo, sacar el peso de la banda de DNA. Mantener la muestra a 4ºC o 
-20ºC máximo una semana en condiciones libre de nucleasas. 
- Añadir 10 µl de Membrane Binding Solution por cada 10 mg de fragmento de 
gel de agarosa. 
- Aplicar vortex a la mezcla e incubar entre 50-65ºC por 10 minutos o hasta que el 
gel esté totalmente disuelto. Aplicar vortex al tubo cada pocos minutos para 
incrementar la tasa de melting del gel de agarosa. Centrifugar el tubo 
brevemente a temperatura ambiente para asegurar que el contenido esté al fondo 
del tubo. Una vez que la agarosa se funda, el gel no se resolidificará a 
temperatura ambiente. 
 Añadir un volumen igual de Membrane Binding Solution a la amplificación 
de PCR. 
Unión de DNA 
- Colocar una SV Minicolumn en un tubo colector por cada fragmento de gel 
disuelto o amplificación de PCR. 
- Transferir la mezcla del gel disuelto o el producto de PCR preparado a la SV 
Minicolumn ensamblada e incubar por 1 minuto a temperatura ambiente. 
- Centrifugar la SV Minicolumn ensamblada a 16,000 x g (14,000 rpm) por 1 
minuto. Remover la SV Minicolumn desde la Spin Column ensamblada, y 
descartar el líquido en el Collection Tube. Regresar la SV Minicolumn al 
Collection tube. 
- Lavar la columna añadiendo 700 µl de Membrane Wash Solution, anteriormente 
diluida con etanol al 95% a la SV Minicolumn. Centrifugar la SV Minicolumn 
ensamblada por 1 minuto a 16,000 x g (14.000 rpm). Desocupar el Collection 
Tube como se hizo anteriormente y colocar la SV Minicolumn de vuelta en el 
Collection Tube. Repetir el lavado con 500 µl de Membrane Wash Solution, y 
centrifugar la SV Minicolumn ensamblada por 5 minutos a 16,000 x g. 
- Remover la SV Minicolumn ensamblada de la centrifuga, teniendo cuidado de 
no mojar el fondo de la columna con el líquido. Desocupar el Collection Tube y 
volver a centrifugar la columna ensamblada por 1 minuto y permitir la 
evaporación de cualquier residuo de etanol. 
- Cuidadosamente transferir la SV Minicolumn a un tubo de 1.5 ml. Añadir 50 µl 
de Agua libre de Nucleasas directamente al centro de la columna cuidando de no 
tocar la membrana con el tip de la pipeta. Incubar a temperatura ambiente por 1 
minuto. Centrifugar por 1 minuto a 16,000 x g (14,000 rpm). 
- Descartar la SV Minicolumn y guardar el tubo de microcentrífuga con el DNA 








En el proceso de titulación 1 mol de Dicromato de potasio (K2Cr207) reacciona 
con 6 moles de Sulfato de Hierro (FeSO4). 
 




Peso molecular FeSO4 = 151,908 




* Factor de conversión = 3,1 
 
 
 % de Hierro: 
 
Peso molecular Fe = 55,845 





100 = 36,76% Fe 
 Conversión de datos: 
 
Gramos Dicromato de Potasio (K2Cr207): 
 
Debe convertirse la proporción del reactivo de ml a g, teniendo en cuenta que 







































Los datos en ml del gasto de Dicromato de potasio en la titulación se 
multiplicarán por 0,0044: 
 
 
Gramos Sulfato de Hierro (FeSO4): 
 
Se emplean los datos obtenidos en g K2Cr207 multiplicados por el factor de 
conversión anteriormente calculado: 
 
 
Gramos ión ferroso (Fe+2): 
 
Se emplean los datos obtenidos en g FeSO4 multiplicados por el porcentaje de 
Hierro (%Fe) anteriormente calculado: 
 g Fe+2 
 
Concentración de ión ferroso en solución extractiva [Fe+2] 
 
Se emplean los datos obtenidos en g Fe+2, se dividen entre el volumen total de 
solución empleada en la titulación (15,15 ml) y luego se multiplica por 1000 
para sacar la concentración en Litros. 
[Fe+2] sol. extractiva 
 
15,15 = volumen total de solución empleada, de los cuales 5 ml son de la 
muestra, 10 ml de la solución extractiva y 0,15 ml de las 3 gotas de 
difenilamina. 
 
Concentración de ión ferroso en la muestra [Fe+2] 
 
Se emplean los datos obtenidos en [Fe+2] de la solución extractiva y se 
multiplican por 3, que son las veces en las que se diluye la muestra en la 
solución extractiva: 5 ml de muestra en 10 ml de solución extractiva. 
 
[Fe+2] x 3 = [Fe+2] muestra g/L 
